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Molecules de ciblage et de liberation de composes therapeutiques 

et leur utilisation. 

5 DOMAINE TECHNIQUE 

La pr6sente invention se rapporte k des molecules cbimfees permettant le ciblage et la 
Ub6ration de composfe th&apeutiques chez des mammifferes, notaniment des hxjmains. Les 
molecules de I'invention comprennent prindpalement trois segments ou domaines 

10 fonctionnels : un segment de ciblage, capable de se lier pr6f6rentiellement k la surfece des 
cellules cibWes, mi segment th^rapeutique, comprenant le compost biologiquement actif, 
et un segment de liaison entre le segment de dblage et le segment th^eutique, le 
s^ent de liaison 6tant cUvable sur le site cible. L'invention conceme 6galement la 
preparation de ces molecules, des intermWiaires de synth^e ou domaines de celles-ci, des 

15 compositions phamiaceutiques les contenant, et leurs utilisations, en particulier dans le 
domaine pharmaceutique. Les molecules et compositions de I'invention sont tout 
particulidrement adapt^es au ciblage de cellules pathologiques engag^es dans une voie 
apoptotique, et au traitement de pathologies ou tissus assocife, notamment les cancers et 
1 'inflammation. 

20 

ETAT DE LA TECHNIQUE 

Les composes anti-tumoraux sont par principe des composes hautement cytotoxiques, qui 
sont distribu6s dans I'ensemble de I'organisme lorsqu*ils sont administt^ de fa9on 

25 syst&nique. lis produisent des reactions secondaiies extrfenement pr6judiciables h 
I'individu. n y a done un tr^ grand int&et a ne distribuer ces composes anti-tumoraux que 
dans les tissus tumoraux, c'est-Ji-diie k cibler ces tissus grSce k un vecteur sp6cifique. Bien 
que ce probl&ne de toxicity des traitements soit particulierement aigue pour le cancer, il est 
g6n6ralisable k un grand nombre de traitements dans lesquels, de fa9on g6n6rale, un 

30 minimum d'effet secondaire est recherche pour un effet therapeutique maximal. 

Diff&ents vecteurs ont ete proposes et notamment des anticoips monoclonaux dirig6s 
centre des marqueurs sp6cifiques de la surfece des cellules canc&euses. lis produisent de 
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&i. des effets cytotoxiques sw les odlules tamonaes. nuds de ees eflWs pe« 

duninuer au cours du temps. 

un sy,.*n.c eppcM ADEPT (Antibody Di^ Enz>™e F«,drug Ilerapy) »n.is.e en une 
5 Aenipe dans laqueUe un «>«corps vaUcule une enzyme au site nnnoml. Ensuite. uae p™- 
drogne es. adminisWe e. oonvertie «, moltode active par ce«e enzyme (US 5.760 072 • 
US 5.433.955). D«« cette m^hode. seule I'enzyme permettant Tactivation de la' 
<kogue ftit l-objet d-un oiblage. U p„>.dK,gue es. done distiibude dans l-ensenile de 
I orgamsme. ce n'exclu, pas enticement les reactions secondaires et dfainue 1. dose 
10 de p^^gue effectivement founne au site nnnoral. En outre, cete approche est compile 
oar requien Utilisation de plusleurs types de molecules. Une m«hode «^ogue bas^e sur 
le cblage de I'enzyme capable d'activer I. pto^gu. a dicrite dans les demandes 
(W097/26918; WO 98/51787). 

15 D-autre part, divers systtoes de liaise, pour 1. fttaication de pto^gues. avec une 
possibility d. ciblag^ ont d^crit, : par exempli on trouve des liaisons sulfonamides 
(WO98/00173). des liaisons clivrt,Ies par la cathepsine B (W098/56425) et des liaisons 
cmnamates (US200201 87992). 

20 Ceporiant, il eriste toujours un fort besoin de molecules „u appn,ches thir^tiques non- 
toriques p«mettant un ciblage ainsi qn-une activation sp^ciflque d'une p«>Hta.g„e 4 un 
^ pathologique. ce systteie pemxetti^t de ridmrc la dose d'agent ^ d'amfli^er 
refficacit*. et de diminuer les effets secondaires. 



25 



EXPOSE DE L'INVEimON 



L'objet de la prisente invention est de founnr des molecules capables d. cibte des tissus 
pr^sentant une pathologie et d'y libirer de ftpon spfcifique des oomposis aux propd4,fa 
.h«n,«utiq„es pour cette pathologie. Gttoe aux molecules de Tinvention. les «,mpo^ 
30 th^eutiques exen:ent leur activity de m«U6re looalisfe e. plus efflo«=e. et offlent des 
nsques d'effets secondaires bien inf^tieuis. 

Les molecules de I'inv^ition peuvent 6tre constmites pour cibler diff^ents types de 
ceUules ou de tissus pathologiques, de pr^f^ce chez I'honme. Dans un mode pr6f6r6 de 
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mise en oeuvre, I'invention est bas6e sur le ciblage de cellules apoptotiques, grfice k un 
616ment de ciblage ayant la propri£t6 de se lia: aux monbranes cellulaiies exprimant un 
lipide charge n^gativement, en particuUer la phosphatidyls6rine (PS). L'apoptose, ou mort 
cellulaire piogramm6e, est un ph^nomdne physiologique nonnal, caractdristique des 
5 organismes multicellulaires et present en particulier chez I'homme. Dans les conditions 
nonnales, le taux d't^optose est c^endant feible et les cellules apoptotiques sont tr^ss vite 
phago<g^es soit par les cellules voisines, soit le plus souvent par les cellules phagocytaires 
professionnelles comme les macrophages ou les cellules dendritiques. En outre, les sites 
apoptotiques sont souvent tr^s disperses et ne presentent aucune synchronisation. De ce 
1 0 fait, l'apoptose physiologique est g6n6ralement ind6tectable. 



L'apoptose est signal^ aux cellules phagocq^aires par la pr^ence de PS k la sur&ce des 
cellules apoptotiques, r&ultant de la perte de I'asym^trie de leur membrane plasmique. La 
presence d'apoptose d^ectable est le signe d'un d^rdre physiologique oii les fbnctions 

15 phagocytaires sont d^ord^ et incapables de feire face k I'accroissement des cellules k 
61iminer. Des exemples bien connus de tels d6sordres sont par exemple l'apoptose du 
muscle cardiaque apr^ un in^tus ou l'apoptose hdpatique k la suite d'une infection 
virale forte ou d'autres affections k caract^ aigu. Des cellules ea apoptose sont 6galement 
pr&entes dans d'autres tissus ou m^canismes pathologiques, tels que I'inflammation et le 

20 cancer. 



D'autre part, lorsque le tissu palhologique contient peu ou pas sufifisamment de cellules 
cibles capables de retenir massivement les molecules th6rapeutiques de I'invention, celles- 
d peuvent etre utihs6es en combinaison avec un agent ou un traitement causant ou 

25 favorisant I'^optose au sein du tissu pathologique afin d'augmenter le bSn^fice 
th^eutique. Par exemple, certains tissu cancdreux « jeune » (e.g., de petite taille ou non- 
m6tastas6s) ne contiennent pas toujours une quantit6 importante de cellules en ^optose, 
compte tram de leur division rapide. Dans ce cas, un agent &vorisant I'l^ptose (par 
exemple un anti-tumoral classique) pent 6tre utilise &x combinaison avec les molecules de 

30 I'invoition, du moins au d6but du traitement, pour augmenter l'efiBcacit6 th6rapeutique. 

L'avantage de cibler les cellules apoptotiques de I'environnement tumoral, plut6t que de 
dbler des maiqueurs specifiques de la surface des cellules tumorales (par exemple, grace k 
des anticoips monoclonaux), reside dans I'efFet cin6tique U6 k I'administration du compos6 
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a„.« : dans le p^uer c». l-actto. du c»«pos6 U,^^ 3.;, ^ 
fe^n p™*a. u« ,„g„e«.ti™ dc 1. ,«*,e» e. d»c dc 1. ooncenTaSon 

cffccuve du^. 000^ ^ ..o™em« „ ,^ 

^d 0^ „ WU. dc ,a « clble » . ^ , 1^ 

Pha^s de rH^i^ de ,a nuneu.. La d«^„Uo„ f<«e de la doae!Lve de 

10 "<5«''«^u.recom.d^rablemen,lase«fe^toxi<p«,aec»o*^ 

Us moI^cs de IWen^on p=™«,.„, ^ ^ ^ p«ho.ogi,u« « 

d y Ub^er » agea. th^«,«,^ Hologi^ ^ 
efifets cytotoxiques ind&irables sur les tissus sains 

15 

U. p^nucr objc de ri„v««i„„ dono dans des „.,^oule, <*ta^ con,p.»an, une 
^on de e*l^ r^on active e. ^on de Haiso. sensible 4 renvi™.neme« 

^o„ J", r - P:*«re„tielle»e„t ».e 

^ .bUn. les c^ules e„ ,pep.„se. I. ^gion active peu. ^ ,o„. c<»^ 

cimndre de rinvention, que sous une fonne Ubre. 

25 izr t'T "^'^ pi~«i^ co„„ ™. 

25 molecule chim^eteUe que d6finieci-avant 

Un autie obje. de IWeoti™ c»„o«n. ,^^<„ ^ 

d«ta« c^. po„ u pr^<„ ae m«ican^. Dans ohkIc prtf^ de r6aUsati„n 

30 Z TT"* ^ """"^"^ '^■'^^ °" '■^-m^^^. L-inventio^ 
30 ^.tiUs^e ncao^ea. po„. ,e tial.e.e„. de «>udes „u U<,uides ou 

B^t,^.^ti,«e^ en pa«icuUer de cancers du seta, du pcuu,on. de l-toestin. du colon, de 
p»^ du cerveau. ro^^ ^ ^ ,^ ^^^^ ^ ^ 

Lorsque ,e con^ a.^peuti,ue es. uu anti-i„£lann„a,cire. les n.ol^es se^; 
imvention peuvem *.re utilise p„ur la p^„„ ae m«ieamen,s destinis a„ 
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traitement de pathologies inflammatoires aigues ou chroniques comme I'asthme la 
rectocolite h^morxBgique, la maladie de Crohn, le choc septique. les maladies du coUag^e 
et rarthrite. 

5 Un autre objet de I'invention conceme TutiUsation des molecules de ciblage telles que 
d^finies ci-avant pour la d61ivxance locale de prindpes actife dans le voisinage de tissus 
pathologiques chez des sujets. 

U pr&ente invention conceme en outre des m6thodes de traitement d'une pathologie chez 
10 un sujet comprenant I'administration d'une molecule ou d'une composition teUes que 
d^finies ci-avant De pr6f6rence, la pathologic concem6e est un cancer ou une 
inflammation. La m^thode de traitement peut comprendre en outre une 6tape pi^able 
consistant en un traitement pemxettant de g^drer des cellules engag6es dans un processus 
d'apoptose dans le tissu pathologique. Elle coriceme 6salement des m6thodes de d^livrance 
15 locale de prindpes actifs dans le voisinage de tissus pathologiques chez des sujets 
comprenant Padministration d'une mol6cule ou d'une composition telles que d6finies d' 
avant. 



20 



Ces diflf&ents aspects de I'invention seront d6crits plus en d^taUs dans la suite du texte. 
MOLECUT,F, DP, CTBT AGF FT DP, LTRFP attom t.t, c pMPas^n twpp Ai>mrrr^^rp 

Comme indiqu6 pr^emment, les molecule de I'invention comprennent typiquement 
trois parties ou domaines fonctiomiels U6s les uns aux autres. h savoir une region de 
25 dblage (C), une region biologiquement active (A) et une region de Uaison (L) sensible h 
I'enviiomiement d'un tissu ou d'une cellule pathologique. L'agencement des diff^rents 
616mente peut varier, et notamment selon I'ordre A-L-C ou C-L-A. D'autre part, dans 
certains modes de realisation, la region (ou la fonction) L peut 6tre ins&^ ou comprise au 
sein de I'une des regions A ou C. 

30 

De manidre plus pr6f6[6e : 

1) Le segment de dblage C est une molecule capable de reconnaitre ou de Uer 
pref^rentieUement des cellules engage dans un processus pa&ologique. de pr6f6rence 
d'apoptose ; 
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2) Le segment de liaison L est une mol6cule assurant la liaison «itre A et C, ladite 
Haison 6tant cUvable sur le site dble permettant la Ub&ation du segment tii6rapeutique A ; 

3) La partie A est une mol^ule biologiquement active pr^sentant des propri^t^s 
thSrapeutiques. 

5 

Sepment de CAM^^ n 

Le segment de ciblage C comprend un polypeptide capable de se lier h la surface de 
cellules pr&entes de fa9on caract6istique ou sp6cifique dans un tissu pr6sentant une 
pathologie, ou g6n6:6es dans ce tissu par un traitement pr^alable ou combine. Ce segment 
10 de ciblage C est de pr6f6rence capable de se lier aux membranes des cellules engages 
dans un processus d'apoptose, celles-ci exposant k leur surface des lipides charges 
n^gativement comme la phosphatidyls^rine. 

Dans un premier mode de realisation pr6f^6, la partie C comprend un polypeptide capable 
15 de se lier pr6ferentiellement k la sur&ce des cellules tumoiales ou pr6sentes dans un tissu 
tumoral ou g€a6r6es dans ces tissus par un traitonent au moyen d'un agent fiivorisant 
Tapoptose, par exemple un anti-tumoral (chimiothdrapie, radiothSt^ie, etc.). 

Dans un autre mode de realisation pr6f6r6, le segment de ciblage C comprend un 
20 polypeptide capable de se lier pr6ferentiellement k la surface des cellules pr&entes dans un 
tissu inflammatoire et en particulier les cellules neutrophiles qui s'accumulent dans ces 
tissus et y meurent par apoptose 24 k 48 heures aprte leur arriv6e. Les neutrophiles 
constituent des « app^ts » pour les molecules de ciblage. 

25 Le terme « se lier pr6f6rentiellement » indique que l'616ment de ciblage possdde une 
affinity particulidre pour les cellules ou tissus consid6r6s, m@me si une liaison non 
sp6cifique ou moins importante avec d'autres cellules ou tissus ne peut atee totalement 
exclue in vivo. La liaison pr^f^entielle assure ndanmoins un ciblage des molecules 
chimdres de I'invention vers les sites pathologiques, r6duisant la dissemination et les eflfets 

30 secondaires potentiels. 



Le segment de ciblage C est de preference une molecule pq)tidique. On entend par 
molecule peptidique toute molecule composee ou comprenant des acides amines, naturels 
ou non, eventuellement modifies, comme par exemple toute proteine ou fiagment de 
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prot^ine, un polypeptide ou peptide, naturels ou synth^tiques. modifies ou non La 
propri^t^ commune de ces 616nents est de pouvoir se Her de mani^ pi^f^tieUe k des 
cellules caract^ristiques de situations pathologiques et. dans un mode plus pr6f6r6 aux 
membranes ceUulaires exposant des Hpides charges n6gativement, notamment la 
5 phosphatid>is6rine. D'une fe^on g6n&ale. la pr6sente invention pr6voit I'utiUsation de 
toute prot^ine, fragment ou d&iv6 de prot^ine r6pondant k ce crit^e. 

n existe plusieurs famiUes de prot6ines capables de se lier aux membranes exposant des 
hpides chaigfe n^gativement. On peut citer notamment la famiUe des Amxexines les 
10 femiUes de prot6ines comportant un domaine CI ou C2, telles que les facteurs V et Vm de 
la coagulation sanguine ; les famiUes de prot6ines comportant un domaine PH ou un 
domame FYVE ; ou encore les prot^ines comportant un domaine identique ou homologue 
du domaine 5 des P2.Glycoprot6ines.I (POP-I). Ces prot^es, ou des domaines issus ou 
denv^s de leurs s^uences peuvent €tro utiHs6s comme 61^ent de dblage dans les 
15 mol6cules chim^ de Pinvention. Pour des raisons d'immunog6nicit6, on choisit de 
pr^ftrence la version humaine de ces prot^ines ou domaines de prot6ines. De plus il 
convient chaque fois que cela est possible, de s61ectiomier et d'utiliser le plus pltit 
domame actif de ces prot^es afin d'assurer la meiUeure diffusion de la molecule au 
trnver. de la micro-vasculaiisation vers les tissus cibl6s et surtout une meilleure bio- 
20 distribution et Elimination par la voier^nale. 

Dans un mode de mise en oeuvre particulier de la pr^sente invention. l'61^ent de dblage 
comprend une s^uence peptidique d6riv6e des prot^ines ou fragments de prot^ines 
mentiomiEs plus haut Par fragment est entendu une sequence d'au moins 10 addes amines 

25 cons^utifs. de preface entre 50 et 500 addes amines, de mani^e encore plus pr6f&6e 
environ 250 k 350 acides aminfe. Ces ddrivfe pi^entent au moins 50 % d'identitE avec les 
prot6mes initiales ou les fragments de celles-d. De pr6f^ence. ils pr6sentent 60 % 75 % 
90 % ou 95 0/0 d>identitE. Certains des domaines de prot^ines mentionn&. notamment les' 
domaines PH et FYVE. peuvent par ailleurs itre mutfe de fe^n k modifier leur specificity 

30 hpidxque pour les adapter aux besoins pr6ds du ciblage de cellules en phase apoptotique. 

Le segment de dblage C peut contemr un ou plusieui^ sites de liaison au segment L La 
pr&ence de plusieurs sites pr6sente I'avantage de pouvoir distribuer plusieura molecules 
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th^peutiques A en une seule fois et d'augmenter dans les m&nes proportions la 
concentration deAdansl'environnementdestissustouch&par la pathologie^^^ 

Dans un mode de r^isation particuUer. la structure de la molecule sdon la pr^sente 
5 invention est alors : 

C-(L-A)aOu(A-L)n-C oil n^l (pi). 

Dans un autre mode de realisation, ^ventueUement combinable avec le pi^ent. le 
segment de ciblage C peut comprendre une repetition de plusieurs polypeptides ou motife 
10 de haison aux ceUules pathologiques ou cibles (design's CO), afin d^augmenter I'efficacite 
du ciblage. La formule g6n6rale de teUes molecules est la suivante : 

(COV(L-A)n ou (A~L)a'(CO)ra (F2) 

oi n et m sont. independamment I'un de I'autre, un nombre entier sup6rieur ou 6gal i 1 . 

15 Pour optimiser le comportement in vivo de la mol&ule th&apeutique, on choisit de 
pr6f6rence m et/ou n = 1 ou 2. 

Selon une premie variante sp^cifique de Tinvention, le segment de ciblage C comprend 
la sequence d'une amiexine, ou d'un fragment ou un derive de celle-ci. Le segment de 
20 ciblage C comprend de preference la sequence du «coeur ^ quatre domaines» d'une 
pioteine de la famille des am^exines. De preference, I'amiexine est de tj^e V. un fragment 
ou un derive de ceUe-ci. L'annexine d'origine humaine est priviiegiee. De preference, le 
segment de ciblage C comprend le domaine 1 de cette annexine. 

25 Selon une premiere variante specifique de I'invention, le segm^it de ciblage C comprend ^ 
un domaine de type CI ou C2. un fragment ou un derive de celui^. Plus particuUer«nent, 
I'mventxon conceme des segments de ciblage C comprenant la sequence d'un domaine CI 
d'un fecteur de coagulation, un fragment ou un derive de celui^. De fafon alternative 
I'mvention conceme des segments de ciblage C comprenant la sequence d'un domaine C2 

30 du fecteur Vm humain de la coagulation , un fragment ou un derive de celui-ci. 

Dans un mode prefere de realisation, le segment de ciblage C est un pol>peptide construit 
sur la base d'une topologie de domaine de type C 1 . De preference, le segment de ciblage C 
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comprend un polypeptide de sequence dioisie panni SEQ ID Nos 1-8, de pr6f6reiice SEQ 
ID Nos 2-4, et 6-8, ou un fragment de celui-ci. 

Domaine de type CI dufacteur V humain de la coagulation - C1F5-S0 (F-V) sequence 
5 sauvage 

(SEQ XD No 1) 

DCRMPMGLST GIISDSQIKA SEFLGYWEPR LARLNNGGSY NAWSVEKLAA 
EFASKPWIQV DMQKEVIITG IQTQGAKHYL KSCYTTEFYV AYSSNQINWQ 
IFKGNSTRNV MYFNGNSDAS TIKENQFDPP IVARYIRISP TRAYNRPTLR 
10 LELQGC 



Polypeptides comtruits sur la base du domaine de type CI du facteur V humain de la 
coagulation 

C1F5-S1 (SEQ ZD No 2) 

15 DCRMPLGMST GIISDSQIKA SEFLGYWEPR LARLNNGGSY NAWSVEKLAA 
EFASKPWLQI DMQKEVIITG IQTQGAKHYL KSCYTTEFYI AYSSNQINWQ 
IFKGNSTRNV MYFNGNSDAS TIKENQLDPP IVARYIRISP TRAYNRPTLR 
LELQGC 

20 C1F5-S2 (SEQ ID No 3) 

DCRMPMGLST GIISDSQIKA SEFLGYWWPR LARLNNGGSY NAWSVEKLAA 
EFASKPWIQV DLQKEVIITG IQTQGAKHYL KSCYVTEFYV AYSSNQINWQ 
IFKYNSTRNV MYFNGNSDAS TIKENQFDPP LVARYIRISP TRAYNRITLR 
LELQGC 

25 

C1F5-S3 (SEQ ID No 4) 

DCRMPMGLST GIISDSQIKA SEFLGYWEPR LARLNNGGSY NAWSVEKLAA 
EFASKPWLQI DLQKEVIITG IQTQGAKHYL KSCYTTEFYI AYSSNQINWQ 
IFKGNSTRNV MYFNGNSDAS TIKENQLDPP IVARYIRISP TRAYNRPTLR 
30 LELQGC 



Domaine de type CI dufacteur Vm humain de la coagulation - C1F8-S0 (F~V) sequence 
sauvage 

(SEQ ID No 5) 

35 KCQTPLGMAS GHIRDFQITA SGQYGQWAPK LARLHYSGSI NAWSTKEPFS 
WIKVDLLAPM IIHGIKTQGA RQKFSSLYIS QFIIMYSLDG KKWQTYRGNS 
TGTLMVFFGN VDSSGIKHNI FNPPIIARYI RLHPTHYSIR STLRMELMGC 
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PolypepMes comtruUs sur la base J,^cj Ju/acteur Vmhunu^Oela 

coagulation 

C1F8-S1 (SEQ ID No 6) 

5 KCQTPMGLAS GHIRDFQITA SGQYGQWAPK LARLHYSGSI NAWSTKEPFS 
WLKIDLLAPM IIHGIKTQGA RQKFSSLYIS QYIIMYSLDG KKWQTYRGNS 
TGTLMVFPGN VDSSGIKHNI PNPPIIARYI RLHPTHYSIR STLRMELMGC 

C1F8-S2 (SEQ ID No 7) 

10 KCQTPMGLAS GHIRDFQITA SGQYGQWAPK LARLHYSGSI NAWSTKEPFS 
WIKVDLLAPM IIHGVKTQGA RQKFSSLYIS QFIIMYSLDG KKWQTYRYNS 
TGTLMVFFGN VDSSGIKHNI FNPPLIARYI RLHPTHYSIR STLRMELMGC 

C1F8-S3 (SEQ ID No 8) 

15 KCQTPLGMAS GHIRDFQITA SGQYGQWWPK LARLHYSGSI NAWSTKEPFS 
WLKIDLLAPM IIHGIKTQGA RQKFSSLYIS QFIIMYSLDG KKWQTYRGNS 
TGTLMVFFGN VDSSGIKHNI FNPPLLARYI RLHPTHYSIR STLRMEVMGC 

Dans autre mode pr6f6r6 de r6alisation. le segment de cTblage C est un polypeptide 
20 construit sur la ba.e d'une topologie de domaine de type C2. De pr^f6rence, le s^ent de 
ciblage C comprend mi polypeptide de sequence choisie panni SEQ ID Nos 9-16 de 
pi^f^ence SEQ ID Nos 10-12. et 14-16, ou un fi^ent de celui-d. 

Domaine de type C2 dufacteur V htmain de la coagulation - C2F5S0 (F-V) sequence 
25 sauvage 

(SEQ ID No 9) 

CSTPLGMENG KIENKQITAS SFKKSWWGDY WEPFRARLNA QGRVNAWQAK 
ANNNKQWLEI DLLKIKKITA IITQGCKSLS SEMYVKSYTI HYSEQGVEWK 
PYRLKSSMVD KIFEGNTNTK GHVKNFFNPP IISRFIRVIP KTWNQSITLR 
30 LELFGCDIY 



Polypeptides construits sur la base du domaine de type C2 dufacteur Vhumain de la 
coagulation 

C2F5-S1 (SEQ ID No 10) 

CSTPLGMENG KIENKQITAS SFKKSWWGDY WEPFRARLNA QGRVNAWQPK 
ANNNKQWLEV DLLKIKKITA VITQGCKSLS SEMYVKSFTI HYSEQGVEWK 
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PFRLKSSMVD KINEGNTNTK GHVKNFPNPP RISRFIRVIP KTWNQSITLR 
LELFGCDIY 

C2F5-S2 (SEQ ID No 11) 

5 CSTPLGIENG KIENKQITAS SFKKSWWGDY WEPFRARLNA QGRVNAWQAK 
ANNNKQWLEM DFLKIKKVTA VITQGCKSLS SEMYVKSFTI HYSEQGVEWK 
PYRLKSSMVD KIFEGNTNTK GHVKNFFNPP IISRFIRQIP KTWNQSITLR 
LELYGCDIY 

10 C2F5-S3 (SEQ ID No 12) 

CSTPLGIENG KIENKQITAS SFKKSWWGDY WEPFRLRLNA QGRVNAWQAK 
ANNNKQWAEM DLLKIKKITA IITQGCKSLS SEMYVKSYTI HYSEQGVEWK 
PYRLKSSMVD KIFEGNTNTK GHVKNFFNPP IITRFIRVIP KTWNQSITIR 
LELFGCDIY 

15 

Domaine de type C2 dufacteur VIII humain de la coagulation - C2F8-S0 (F-V) sequence 
sauvage 

(SEQ ID No 13) 

CSMPLGMESK AISDAQITAS SYFTNMFATW SPSKARLHLQ GRSNAWRPQV 
20 NNPKEWLQVD FQKTMKVTGV TTQGVKSLLT SMYVKEFLIS SSQDGHQWTL 
FFQNGKVKVF QGNQDSFTPV VNSLDPPLLT RYLRIHPQSW VHQIALRMEV 
LGC 



Polypeptides construits sur la base du domaine de type C2 dufacteur VIII humain de la 
25 coagulation 

C2F8-S1 (SEQ ID No 14) 

CSMPLGMESK AISDAQITAS SYFTNMFATW SPSKARLHLQ GRSNAWRAQV 
NNPKEWLQID LQKTMKITGI TTQGVKSLLT SMYVKEYLIS SSQDGHQWTL 
FYQNGKVKVF QGNQDSFTPV VNSLDPFLLT RYLRIHPVSW VHQIALRMEV 
30 LGC 



C2F8-S2 (SEQ ID No 15) 

CSMPLGMESK AISDAQITAS SYKTNMFATW SPSKARLHLQ GRSNAWRAQV 
NNPKQWLQVD FQKTMKVTGV TTQGVKSLLT SMYVKEFLIS SSQDGHQWTL 
35 FFQNGICVKVF QGFQDSFTPV VNSLDPPLLT lYLRIHPQSW VHQIALRMEV 
LEC 
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C2F8-S3 (SEQ ID Mo 16) 

CSMPLGMESK AISDAQITAS SYKTNMFATW SPSKARLHLQ GRSNAWRPQV 
NNPKEWLQVD FQKTMKVTGV TTQGVKSLLT SMYVKEYLIS SSQDGHQWTL 
FYQNGKVKVF QGNQDSFTPV VNSLDPFLLT RYLRIHPQSW VHQ1AI.RMEV 



5 LEG 



Dans un mode pr6f6r6 de realisation, le s^ent de ciblage C est un polypeptide construit 
sur la base d'une topologie de type domaine 5 des P2-GIycoprot6ines-I (^IGP-I) (SEQ ID 
No 17). De preface, le segment de ciblage C comprend un polypeptide de sequence 
10 choisie parmi SEQ ID Nos 17-22. de pr^^rence SEQ ID Nos 18-22. ou un fragment de 
celui-ci. 



Domaine 5 des p2-Glycoproteines.I humaines - P2GP-I sequence sauvage 
(SEQ ID Mo 17) 

15 TKASCKVPVK KATWYQGER VKIQEKFKNG MLHGDKVSFF CKNKEKKCSY 
TEDAQCIDGT lEVPKCFKEH SSLAFWKTDA SDVKPC 

Dans un mode de i^isation prefere. le segment de ciblage C compmid un polypeptide 
dont la sequence gen6rale est la suivante : 

20 TJ2ASCKU,PU,KJnUx.TUHU,5U,«J,,GERU..J^U.3QEKU.,J^NGML 

HGDKU37SFU40CJ42NJ44EJ46J47CJ49YTEDU54QCIDGTU51EVPKCU67 

JesEHS J72U73U74J75J76J77TDASD VJg4PC (SEQIDNo 18) (S4) 

oil: 

J2 = K,D.E;J11,J22,J28,J42,J44,J46.J47.J68.J77.J17 = Q,E;J84 = K.R;J49 = S 
25 T;J72 = S.T.M;U7 = L,V.I;U9 = V,I.T;U12 = A.M;U14.U15.U21,U23,U37 = 
V. 1, T ; U16. U27, U40 ,U67 = F. Y ; U54 = A. V. I ; U61 = I, V. M ; U73,U74.U75,U76 
= L.I,F,Y,M,W. 

De preference, le segm«it de ciblage C comprend un polypeptide de sequence choisie 
30 paimi SEQ ID Nos 19-22 ouun fragment de celui-ci: 

Polypeptides construits sur la base du domaine 5 des jS2-Glycoproteines-I humaines 
QPI-Sl (SEQ ID No 19) 

TEASCKVPVK RATWYEGER VRIQEKFKNG MLHGDKVSFF CRNRERRCSY 
35 TEDAQCIDGT lEVPKCYREH SMLTWWRTDA SDVKPC 
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6PI-S2 (SEQ ID Ho 20) 

TEASCKLPTK RMTWYEGER VRIQEKFKNG MLHGDKISFF CRNRERRCSY 
TEDAQCIDGT lEVPKCYREH SMITWWRTDA SDVKPC 

5 

6PI-S3 (SEQ ID No 21) 

TKASCKVPTK KMTWYQGER VKIQEKFKNG MLHGDKISFF CKNKEKKCSY 
TEDAQCIDGT lEVPKCYKEH SSLAWWKTDA SDVKPC 

10 6PI-S4 (SEQ ID No 22) 

TKASCKVPTK KMTWYQGER VKIQEKFKNG MLHGDKISFF CKNKEKKCSY 
TEDAQCIDGT lEVPKCYKEH SSLAFWKTDA SDVKPC 

Dam un mode de r^sation pr6f6r,, le segment de ciblage C comprend un polypeptide 
1 5 dont la sequence generale est la suivante : 

(S5) 

20 dans laxjuelle J, Z, U. X, et B lepr&entent des acides amines tels que : 

- les acides amin& J sont d^oisis ind^endamm«.t les uns des autres parmi les acides 
amines nat^els. ou des ddriv^s de ceux-ci, de telle mani^ qu'au moins 50 o/o d'entre eux 
sont des r6sidus polaires choisis patmi R. N, D, C, Q, E, G, H, K, Om, P, S, T et Y, 

-Iesacidesamin&UsontclioisispanmA,C,G,I.L,M,F,W,Y etV 
25 - I'acide amin6 est choisi ind^pendanunent des autres lei Jes Imin^s de la sequence 
patmi A, N, C, Q, G, H, I, L, M, F, S, T, W, Y et V, 

- racide amin6 est choisi independamment des autres acides amines de la sequence 
paimi R, A, C. G, I, L, M, F, W, Y, et V, 

- I'acide amine Z' est choisi independamment des autres acides amin6s de la s^uence 

30 parmi DetE, 

- les acides amines Z'' et Z^' sont choisis independamment paxmi E, D, K. et R. 
les exposants indiquant la position des acides amines dans la sequence. 

De preference, les acides amines J peuvent atre choisis independamment les uns des autres 
35 P«n-il'ensembledesresidusA,R,N,D,C,Q,E.G,H.I,L.K,M,Om.F,P,S.T.W.Y. 
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et V, et de teUe mani^re qu'au moins 50 % d W eux sont des r^sidus polaires choisis 
panni R, N, D, C, Q, E. G, H, K, Qm, P, S. T. 



DifiKrentes oombinaisons de r^sidus U et B sont doim6es dans le tableau 1 

Tableau 1 



ci-dessous 
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A titre d'exemple, le peptide de fonnule SI peut 6tre avantageusement une s6<iuence 
peptidique choisie panni les sequences p^tidiques SEQ ID No 23-32. 

10 I-«^u«nceSlrepr^senteuntypedepq,tidesdanssafonnelaplusconrte.ne 

entendu que cette sequence peut comprendre en outre un ou plusieurs addes amines 
suppl^entaire ^ I'une ou I'autre des extr^t^, par exemple de 1 ^ 15 acides anunes. en 
g^ndral de 1 MO acides amines pour obtenir une fonctionnaUsation suppl6mentaire Par 
exemple. une petite sequence, dite de fonctionnalisation, peut 6tre liee au peptide 

15 pennettant la fixation au segment L. Cette s6quence de fonctionnalisation peut 6tre situ6e ^ 
rextt^t^ N-tenninale de la s^ence SI . EUe peut 8tre d'environ 3 acides amines choisis 
de pr6f6rence panni G-S-C, G-S-T-, G-S-P-, G-S-S-, G-S-G-, et G-S-Q-. EUe peut 6tre 
^galement d'environ 4 acides amines, choisis de pr^fference panni les sequences G-S-Aa- 
C, G-C-A^-S, G-S-Aa-S-, G-CAa-C-. et G-CAa-S- Aa est un acide amin6 
20 quelconque. 
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Ces sequences de fonctionnalisation sont avantageuses en ce qu'elles pennettent en 
particuUer le marquage ais^ par des radio-traceurs comme le '*^c ou le "f et permettent, 
par injection chez I'homme k dose traceuse, de suivre parfeitement in vivo le devenir du 
medicament, sa bio-distribution et de contrdler sa bonne localisation. 

Par ailleurs la sequence SI pent Stre dupUqu6e au sein d'un mdme peptide pour produire 
une mol6cule pr&entant une affinit6 encore plus 61ev6e pour les sites apoptotiques. 

Segment de Liaison T. 



10 



Le segment L est une molecule de Uaison cUvable sur le site cible, et reUant la partie A et 
la partie C. Le segment L pent 6tre toute molecule ou Uaison chimique, de type covalent, y 
compris des molecules en partie ou totalement de nature peptidique, modifi6e ou non, 
naturelle ou non. Le segmeait L contient avantageusemait une fonction chimique reconnue 
15 et clivable dans I'environnement du tissu ou des cellules patiiologiques, par exemple par 
une enzyme ou un ensemble d'enzymes sp6cifiques de I'environnement des ceUules 
cibl6es. 



La pr&ence, entre les parties A et C, du segment de liaison L cUvable pr6f6rentiellement 
20 dans I'environnement des cellules cibl6es pennet une Uberation locale et ciblte du principe 
actif et conf&re aux molecule de I'invention un comportement de type pro-drogue ciblee. 
En effet, la molecule est peu active tant qu'elle ne r6side pas dans I'environnement des 
cellules cibl6es poss^ant les enzymes ou aub:es facteurs de clivage. 

25 Le segment de Uaison L pent 6tre simple ou ramifid. L'int^rSt d'une ramification est de 
pouvoir amener et distiibuer plusieuis moires th6rapeutiques avec une seule molecule 
de ciblage C. Dans ce mode de mise en oeuvre, la structure g&ierale du segment de Uaison 
est done L = D(LO)n, oCi D est un 61^ent de ramification, n est un nombre entier 6gal ou 
sup6rieur h 1 (correspondant au nombre de bras que comporte la ramification), et LO est le 

30 Uenproprementdit 



n en d6coule que le compost feisant I'objet de la pr6sente invention possMe I'une des 
deux fonnules g^n&ales suivantes selon I'ordre dans lequel se succMent les diff^rentes 
parties : 
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C-D-(LO-A)n 
(A-LO)n-D-C 



(F4A) 
(F4B) 



Le segmait L (ou LO) peut 6tre de nature varite, comme une liaison ou molecule chimique. 



Dans un mode de mise en oeuvre pr6f6r6, le segment L est un lien peptidique clivable 
sensible aux proteases (ou autres enzymes), d6nomm6es dans la suite du texte « proteases 
intervenantes », plus sp6cijaquement sur-exprim6es soit h la surface des cellules pr^sentant 
10 la pathologie, soit Iib6r6es dans Tenvironnement des cellules cibl^es, soit encore Iib6r6es 
par les cellules en phase apoptotique. 

Les cellules tumorales et inflammatoires, ainsi que, par exemple, les cellules stromales 
recrut6es dans renvironnemoit de celles-d, sont connues pour excr6ter une vaii6t6 de 

15 prot6ases interv^iantes, en particulier des mStallo-piot^es de la matrice extra-cellulaire 
(MMP), des urokinases, les proteases sp^cifiques du clivage du segment extracellulaire des 
cytokines monbranaires ou de leurs rScepteurs (ADAM), etc. Des exemple de s6quaices 
cliv6es par ces prot^es sont donn^es dans le Tableau 2. Ces proteases intCTvenantes 
jouent un r61e important dans revolution de la tumeur ou du tissu inflammatoire et 

20 notamment dans Tenvahissranrnt des tissus environnants et la formation de metastases, ou 
Tenvahissement par les cellules sp6cialis6es de reaction inflammatoire. Par exemple, le 
taux de MMP dans I'environnement tumoral ou inflammatoire est bien sup&ieur k celui 
present dans un tissu normal car, en particulier, le contrfile de I'expression de ces MMP 
depend de Taction de certaines cytokines. D done possible de mettre k profit ce diff^rentiel 

25 d'expression pour amplifiea: le principe du ciblage du compost anti-tumoral ou anti- 
inflammatoire en ne permettant I'activation de ce compose qu'aux sites de ciblage. Des 
pro-drogues simples ont d6ji 6t6 congues mais elle ne r&olvent pas le piobl^e de la 
distribution uniforme du medicament dans I'ensemble de Torganisme car il n'y a pas 
d'accumulation de la pro-drogue au san du tissu canc6reux ou inflammatoire. Au 

30 contraire, dans la pr^sente invention, on propose un moy^ d'accumulo- le principe anti- 
tumoral ou anti-inflammatoire uniquement dans le tissu tumoral ou inflammatoire 
comportant d6ji des cellides en voie d'apoptose, et de rendre actif le medicament 
essentiellement dans ce tissu. Autrement dit, I'ensemble C-L ou L-C constitue un systdme 
de vectorisation-activation de composes anti-tumoraux ou anti-inflammatoires. Get 



5 et en particulier de nature peptidique. 
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ensemble r^ond done au double imp^tif suivant : r6duire la concentration e£fective 
moyenne du medicament dans I'organisme, c'est k dire r6duire les efifets toxiques 
secondaires, et restreindre Taction du m^icament au seul tissu int^essant, c'est k dire 
augmenter son efficadlt6. 

5 

Le segment de liaison clivable L (ou LO) est done un lien au moins partiellement 
peptidique comportant une sequence reconnue et cliv6e par vme protease intervenante 
majoritairement pr6sente dans le tissu dbU. Le lien L ou LO peut done etre repr6sent6 
comme comprenant deux parties, L1-L2, con9ues de telle sorte que les proteases 

10 intervenantes clivent la liaison peptidique du lien entre LI et L2 et que la molecule Iib6r6e 
L2-A ou A-Ll, selon les molecules choisies, soit une molecule active au plan 
thdrapeutique, de pr6f6rence au moins autant que la molecule initiale A. La longueur des 
parties LI et L2 peut 6tre optimis^e en fonction de Taccessibilitd n6cessaire au site actif 
des proteases intervenantes, avec la contrainte de limiter autant qu'il se peut la taille finale 

15 de la molecule finale pour les raisons ^oqu6es plus haut Pour tenir con^te de toutes les 
possibility associ^ k la structure finale du compos6 th^peutique, A-L-C ou C-L-A, la 
structure la plus g^^e propose pour le lien L est la suivante : 
L = D-(L1-L2)n (F5A) 
L = (L1-L2)„-D (F5B) 

20 oil D, LI , L2 et n ont la definition donn^e plus haut. 

La liaison entre les difforCTits Elements fonctionnels des molecules de I'invention peut dtre 
r6alis6e par toute methode de coiqjlage chimique, en2ymatique ou g&ietique connue en soi 
de I'honune du metier. Ainsi, il peut s'agir de liaisons chimiques, peptidiques, nucl6iques, 
25 etc. Les groupements peuvent atre couples entre-eux par des liaisons mal^imides, 
succinimide, int6ine, biotine, amine, amide, carboxyliques, phosphate, ester, 6ther, etc. 

Dans une variante de I'invention, le lien L est 116 k la molecule C (et/ou A) par un groupe 
mal6imide, connu pour sa reaction rapide et totale avec vaa. groupe thiol port6 par un r6sidu 
30 cysteine accessible du segment de ciblage C (et/ou de la molecule A). 



Dans une autre variante, le lien L est lie & la molecule C (et/ou A) par reaction du groupe 
carboxylique terminal du peptide L avec un groupe amino porte par le segment 
therapeutique A (ou de ciblage C). 
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Dans une autre variante de realisation, le segment de liaison L est coupl6 k Textrdmit^ C- 
tenninale (dans le cas d'une moltenle H2N-L-A) ou N-terminale (dans le cas d'une 
molecule A-L-COOH) du segment C au moyen d'une int6ine. L'int6r6t de ce mode de 
5 constmction de la mol6cule finale, par rapport au mode pr6c6dant utilisant une liaison par 
groupe mal6imide, est qu'il preserve la possibility de disposer d'une cysteine libre dans la 
molecule, pour une autre fonctionalisation ou pour un radio-marquage 6ventuel pour le 
suivi du medicament II y a en effet un grand int6ret th6rapeutique k pouvoir siiivre et 
controler au moyen de rimagerie la bio-distribution et la cin6tique de cette bio-distribution 
10 pour ce type de medicament cibl6, 

Dans certains modes de realisation, le segment L (ou la fonction de clivage) fait partie de 
I'eiement C ou A, II pent s'agir par exemple d'une extension N-terminale ou C-temiinale 
du segment C ou A, notamment lorsque ce dernier est de nature peptidique. 

15 

Les molecules de Tinvention peuvent etre assembiees en une ou plusieurs 6tapes, selon les 
techniques de couplage mises en oeuvre. Ainsi, une molecule de type C-L peut Stre realisee 
dans un premier temps, puis coupiee avec une ou plusieurs molecules therapeutiques A. 
Altemativement, lorsque les liaisons entre les segments fonctionnels font appel k des 
20 reactions chimiques diflferentes, une synthdse ou un assemblage simultanee sont possibles. 

Etant donnee la taille du segment de liaison (g6n6ralement de environ cinq k environ vingt 
residus, pour un segment de nature peptidique), la version purement peptidique du lien L 
est de preference obtenue par synthese directe, en utilisant notamment les synthetiseurs de 

25 peptides coxirants et les methodes classiques de synthSse, notamment en phase solide. 
L'avantage de la synthese directe du lien est qu'elle autorise I'utilisation de residus 
aminoacides non naturels permettant ainsi une meilleure adaptation de la sequence aux 
proteases intervenantes. Cette sequence de reconnaissance peut en outre Stre modifiee par 
rapport k la sequence naturelle de recoimaissance par une enzyme ou un facteur de clivage, 

30 par exemple pour lui conferer une meilleure affinite ou spedfidte envers la protease en 
question. 

La longueur du segment de liaison peut 6tre adaptee par I'homme du metier en fonction 
des besoins et de la nature des segments C et A. De maniCTC generale, on utilise un 
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segment de liaison assez court et essentieUement non immunog&ie. n s'agit typiquement 
d'un segment de nature peptidique comprenant de 3 ^ 20 rfeidus d'acides aminfe, de 
preference de 3 A 15, encore plus pr6f6rentiellanent de 4 i 12. Dans certains cas, comma 
indiqu6 ci-apr^, il pent atre int6ressant de modifier la longueur du segment L, notanmient 
5 pour Eloigner la partie peptidique du segment C ou A, ou pour ct^ des mol&ules k 
fonctionparticuU^re (p6n6tration dans la cellule, action sur cellules voisines. etc.). 

Ainsi, il peut y avoir avantage k ce que le lien L ou LO contienne une partie d'espacement 
pour Eloigner le site de cUvage (et la partie peptidique) du segment de ciblage C. Dans ce 
10 cas L ou LO peut prendre I'une des deux structures suivantes : 

L'l-L"l-L2 (F6A) 

Ll-L"2-L'2 (F6B) 
oil, dans Tun et I'autre cas ; 

- L'l est un groupe d'espacement non-peptidique et L"l la partie peptidique proprement 
15 dite; 

- L'2 est un groupe d'espacement non-peptidique et L"2 la partie peptidique proprement 
dite. 



Le groupe d'espacement non peptidique peut 6tre choisi parmi toute molecule chimique 
20 synth6tique, de preference stable chimiquement et peu immunog&ie. 11 peut s'agir 
notamment d'un polymdre, par exemple de type polyoxy6thyldne, dextran, 
polyethyl^eimine. etc. Un exemple pr6fere est le polyoxyethyl^ne, fonctionnalis6 ou non. 
Dans les formules ci-dessus, L"l-L2 et Ll-L"2 peuvent repr&enter le mdme peptide. Par 
ailleurs, le nombre de r6sidus des segments peptidiques L"l-L2 ou Ll-L"2 peut vaiier de 
25 quatre k plus de vingt, la valeur optimale 6tant de I'oixlre de six. 

Dans un exemple particuUer de mise en oeuvre, le segment de Uaison cUvable r6pond k la 
formule suivante : 

L(ouL0) = -(CH2-CH2-0).n-(CH2)„-CO-L"l-L2 (F7A) 
30 L (ou LO) = Ll-L"2-NH-(CH2)n -(OCH2-CH2)„- (F7B) 

oil m est un nombre entier sup6rieur ou 6gal i 0 et L"l et L"2 un peptide dont la 
sequence comprend au mois un site de clivage par une des proteases g6neralement 
prfeentes dans I'environnement cible. On notera que L"l-L2 et Ll-L"2 peuvent 
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repr&enter le m&ne peptide. Le nombre de r6sidus des segments peptidiques W'ULZ ou 
Ll-L-2 peut varier de quatre k plus de vingt, la valeur optimale 6tant de I'ordre de six. 

On prdsente dans les exemples suivants un ««emble de s6quences peptidiques pour L"l- 
5 L2 ou Ll-L"2 r6pondant aux divers critferes donnfe dans I'ensemble du texte qui precede : 
J-n-Jo-Bi-Ba-Ja-Je (S6) 
oil : 

♦ Jh,~Jo-Bi reprfeente indiflSSremment les segments L'*l et LI ; 

♦ B2-J3-JC repr6sente indiff^remment les segments L2 et L"2 ; 

10 ♦ la Kaison peptidique B.-B^ est la liaison cUvde par les proteases intervenantes. 

♦ n et c peuvent varier de 0 k environ 10 et dependent de rextr6mit6 choisie pour la Uaison 
au segment A ; pour I'extr^mit^ li^e k A, la valeur de n ou c sera feible et de preference 
6gale k 0 (J3 seulement present) et pour rextr6mit6 oppos6e la valeur de n ou c n'est pas 
limit6e et les r&idus correspondants seront choisis en fonction de la sp6cificit6 des 

15 prot^es intervenantes cibl6es. 



Le tableau suivant domie un exemple d'ensemble de sequences B^-B, recomiues et cliv^es 
par les diflKrentes proteases intervenantes et utilisables pr6ferablement pour un segment L 
clivable : 



20 




Val 

Gh 

Gln/Pro/Ar^s/Asn 




Leu/He 

Val 

Hydrophobes 
naturels ou non 



Proteinase 3 (neutrophiles) 



MMP-3 



Polaires 



Arg/Asp/Glu/Gln/Thr/Asn 
Hydrophobe : Ala 
Ala 
Asn 
Are 



Hydrophobes 
naturels ou non 



MMP-7 



Val 
Val 
Phe 



ADAM 
ADAM-17 (TACE) 



Les sequences J-.-Jo et J3-J4 qui encadrent le site de clivage B,-B. interviemient dans les 
mteractions du Ken avec la protease visee et done sur la vitesse de la reaction enzymatique 
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de coupure de la liaison Bi-B^ Les r6sidii« T , t t r j or: 

"1 02. resious j-i, j©. J3 et J4 de S5 seront avantageusement 

choisis dans les ensembles suivants : 
J-i = r6sidu polaire de pr6f&ence 

Jo = Gly, Ala. Leu, Be, Val. Phe et tout r&idu aminoadde non naturel hydrophobe. 
5 J3 = Gly, Ala, Leu, De, Val, Phe 

J4 = Gly, Ala. Leu, He, Val, Phe ou tout r&idu non-natuiel hydrophobe ou absent 

Les autres r^idus. J.2-J-n et J5-Jc peuvent etre n'impoxte quel r&idu aminoacide naturel 
ou non naturel selon les besoins. 



10 



15 



20 



D'autre part, la longueur et/ou les propri6t6s du segment de Uaison peuvent itre ajust6es 
par example pour construire une molecule pennettant au compos6 Ih^rapeutique A 
d'mteragir avec ou de p6n6trer dans une ceUule voisine de la cellule cible sur laqueUe le 
segment C la conduit. Dans ce cas, par exemple, le segment de Haison L: 

- doit dtresuffisamment long pour atteindre les ceUulesvoisines. Pour ce type 
de lien on choisit de prfif&ence un oUgom^re chimique, par exemple de type 
polyoxy6thyl6ne. comprenant un nombre suffisant de monomSres pour que la 
longueur du lien soit d'«ivin,n 80 k 200 angstrom, lypiquement de 130 h 
150 angstrSm; et/ou 

- comprend un domaine pennettant ou fadlitant le passage de A dans la 
membrane cellulaite et. le cas 6ch6ant, une region de clivage sensible aux 
enzymes intra-cellulaires. 

Dans ce mode de realisation, le hen possMe avantageus«n«it I'une des deux structures 
25 suivantes : 

L ou LO = LE-LTM-L3-A (F9A) 
LouL0 = A-L3-LMT-LE (F9B) 
oii LE est une partie essentiellement extracellulaire du Uen, LTM une partie Irans- 
membranaire et U une fonction ou un 6l6ment cUvable par les protases ou les esterases 
30 intra-cellulaiies (e.g., (^soliques). 

La partie LE est pr^f^rentieUement sufiBsamment hydrophile pour permettre une 
solvatation convenable en milieu aqueux afin d'obtenir une structure suffisamment 
Etendue. 
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La partie LTM, d'une longueur au moins 6gale h environ 40 A. 6tre pr6f6rentieUement 
suffisamment amphiphile pour que. d'une part, sa structure dans le nrilieu aqueux 
extraceUulaire reste feftlement compacte et que, d'autre part. eUe puisse traverser le milieu 
5 hydrophobe de la membrane plasmique. 

La composition chimique de LE et LMT pouira par exemple etre la suivante • 
LE = -[0-(CH2)p-0]. (FIG) 
LMT=-[0-(CH2V0]. (Fll) 
10 oii q et p sont des nombres entiers differents de 0, q>p de telle sorte que, pour LMT, 
renvironnement lipidique de la membrane soit au plan 6nerg6tique plus fevorable que 
r environnement aqueux. Les valeurs p = 2 et 5 ^ q ^ 3 sont pr^f^rables. 

Comme indiqu6 pi^emment, r^ldment de ciblage peut &xe synth6tis6 par des 
15 techniques comiues en soi de la chimie ou de la biologie. L'61^ent C-L constitue par 
ailleurs un objet particuUer de I'invention. 



Segment Th ^pesutiq nR 



20 L'mvention peut 6tte mise en «uvre avec tout type de molecule th^rapeutique susceptible 
d'etre associ6 au segment C. II peut s'agir de compost chimiques, de medicaments, petites 
mol6cules, etc.) de compost peptidiques, nucleiques. lipidiques, etc. 

D'une fa9on g6n€rale, le segment therapeutique A est une molecule pi^entant une activit6 
25 biologique. De pr6f6rence, cette activity biologique est rMuite (ou inexistante) lorsque le 
segment therapeutique est K6 aux segments de liaison L et de ciblage C. De ce fait. 
I'activite biologique s'exprime surtout dans I'environnement des tissus pathologiques, 
aprds ciblage et clivage in vivo. 

30 Les composes therapeutiques peuvent avoir des propriety vari6es, dans des domaines 
therapeutiques varies. H peut s'agir de medicaments dej^ comius. ou de molecules 
nouvelles ou en developpement. D peut s'agir de composes dont le mode d'action impHque 
une penetration dans les ceUules ou dont Paction implique uniquement une interaction i la 
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surface de la membrane plasmique. Les composes A pr6f6r6s de I'invention sont des anti- 
tumoraux ou anti-inflammatoires. 

Compost anti-tamoraux 

5 Dans un mode de realisation particuUer, la mol6cule biologiquement active pr^sente des 
propri6t& anti-tumorales. A peut 6tre n'importe quelle moWcule anti-tumorale ou un 
ddriv6 actif de ces m&nes mol6cules. La seule contrainte est que ces composes anti- 
tumoraux puissent 6tre life chimiquement au reste de la molecule de vectorisation. 

10 Comme il a 6t6 d^crit plus haut, A peut 6tre Iib6r6e dans le milieu extra-cellulaire et 
difSfuser de fa9on passive ou active h l'int6rieur des cellules voisines ou bien 6tre amende 
dans ces cellules par un Uen du type LE-LMT puis Iib6r6e par Paction de prot6ases ou 
esterases ^dog^es. 

15 Un exemple de compost anti-tumoral est constitu6 par les molecules de la femille des 
antracyclines et de leurs d6riv6s. 

Ces mol6cules d'anttacycline comportent un sucre amin6. Le groiq)e amino est 
avantageusement utiUs6 pour la Uaison au segment L (par exemple k la partie L2 ou LMT) 
20 du lien d^fini plus haut . 

Un autre exemple de compose anti-tumoral est constitu6 par les molecules de la famille des 
TNFa ou d6riv6s de ceux-ci. Ces mol6cules agissent sur des r^cepteura de surface des 
cellules et induisent Tapoptose. 

25 

Parmi les molecules de la femille des TNFa, le fecteur TRAIL ou Apo2L (P_W19777) est 
probablement le plus int&essant dans la mesure oil les cellules nonnales semblent 
prot6g6es de son action alors que les cellules tumorales y sont sensibles et peuvent dtre 
s61ectivement 61imin6es par Taction de cette cytokine pro-apoptotique. Ce fecteur peu done 
30 dtre trds utile dans les cancers dit «soUdes» ce qui implique un ciblage efficace pour 
6viter au maximum les effets secondaires dus k la presence de ces molecules dans le milieu 
sanguin, Comme toutes les molecules de la femille du TNF, TRAIL est initialement une 
prot6ine membranaire associ^e en trim^re et seule la partie extracellulaire est active. Cette 
partie extiracellulaire, TRAIL-Do, ou un ensemble contenant TRAIL-Do, peut done 6ti:e 



wo 2004/111090 

PCT/FR2004/001435 

24 

dbU grace au segment C et Ub6r6 dans I'espace inter-cellulaire grfice k I'action des 
proteases intervenantes sur le Uen clivable L qui relie C et TRAIL-Do. La mol6cule 
th^peutique ainsi constitute poss^e la stracture suivante : 

5 C-L' 1-L" l-L2-( trail-Do) (selon la fonnule F6A) 
(TRAIL-Do)-Ll-L"2-L'2-C (selon la fonnule F6B) 

Un avantage de I'une ou I'autre de ces dispositions est que I'assemblage en trimdre des 
molecules de la famille des TNF, n6cessaire k la liaison a leurs rtcepteurs, est gen6 par la 
10 presence des segments de ciblage et de liaison. Ainsi la molecule reste faiblement active 
tant que le lien n'est pas cliv6 par une prot6ase intervenante. Pour b6n6ficier de cet 
avantage particulier il faut que le lien clivable ait une longueur suffisamment feible tout en 
consearvant une accessibility convenable aux prot6ases intervenantes. 

Un autre exemple de cytokine, trds inttressante pour le traitement de certains cancers et 
notanunent le m61anome et le gliome intracrSnien, est rinterleukine-4 (IL4, 1310839). 
Malheureusement, dtant donn6s ses effets secondaires importants, cette prot6ine ne peut 
pas utilis6e sans dtre oonvenablement ciblte. La Uaison k un segment de ciblage C de 
l'IL4 humaine ou de I'une de ses isoformes ou encore d'un ensemble contenant I'une de 
ces protanes, par l'interm6diaire d'un segment cUvable pennet de constituer une mol6cuIe 
th^peutique int6ressante en oncologie : 

C-L'l-L" 1-L2-(IL4) (selon la fonnule F6A) 

(IL4)-L1-L"2-L'2-C (selon la foimule F6B) 

25 

D'autres exemples de composes anti-tumoraux sont notanunent : 



15 



20 



a) Le m^otrexate : 

30 
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H02C> 




O CO2H 



Le methotrexate est un compose anti-tumoral couramment utiUs6 poijr le traitement des 
tumeurs canc&euses. n s'agit d'un analogue de I'acide foUque qui agit d'abord comme un 
5 faux substrat en inhibant la d^hydrofolate reductase (DHFR). n agit aussi par inhibition 
mdirecte de la thymidilate synthetase (TS). 

Le methotrexate contient un aminoacide. Tadde glutamique, qui peut Btre insure dans 
r extr&nte N-teiminale d'un peptide de Uen clivable selon la formule (F6B) ou (F4B). 

b) Le methoxyestradiol 

Le 2-methoxyestradiol (1,3,5 (10)-oestratriene-2,3,17p.triol 2-meth3d ether) appeie 2ME2 
est un sous-produit du mdtabolisme des ^strogSnes ayant la propriety de bloquer la 
15 croissance des cellules endoth61iales en division rapide et des cellules tumorales. 

c) les taxanes : 

Les molecules de cette femille ont pour efifet le blocage du cycle cellulaire en G2 et M par 
20 leur action sur les cytosquelette microtubulaire. D en resulte une inhibition de la 
reorganisation nomiale necessaire au deroulement de I'inteiphase de la mitose. 

Les taxanes. et particulierement le docetaxel, comportent des fonctions utilisables pour des 
modifications pemxettant son incorporation a I'extremite d'un peptide clivable par les 
25 proteases int^venantes de I'environnement tumoral. 
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R,NH 




19 OH 



HO £ " 5 

1 OCOCH3 



R, = tBuOCO, R, »H (docetaxel) 
R, = CeHjPO, Rj = Ac (paclitaxel) 

UESTAXANES 



OCOCfiHg 



d) les antipyrimidines sucre modifies : 



5 La cytosine arabinoside (Ara-C) ou cytarabine ou Aracytine est le repr&entant principal de 
cette famine. D'autres moires de cette famiUe sont la difluoio-dtoxy-cytidine 
(Gemdtabine). 



10 



15 



e) Les agents allqiants : 

D6riv6s des «moutardes h l'a2ote», ces agents ont domi6 naissance i divers composfe 
anti-tumoraux agissant sur les acides nucl^iques et done dans Pespace intra-cellulaire. n 
s'agit en particuUer le Melphalan et le Chloiambuca. deux agents alkylants bifonctiomiels 
int^ressant pour liaison ais^ k un Uen pqptidique clivable. 

Le Melphalan est la Phenylalanine-Moutarde (L-PAM) est aminoacide non naturel qui pent 
€tre introdnit fecUement au debut ou ^ la fin de la synthase peptidique d'un Uen cUvable 
par proteases intervenantes : 
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Le Chlorambucil ne comporte qu'une fonction caiboxyKque et ne pouna 6tre introduit 
directement dans un peptide qu'en fin de synthase du lien peptidique cUvable par les 
proteases intervenantes et k rextr&nit6 N-teiminale, 




CO2H 



Par I'utiUsation d'un segment de lien bivalent comme l'6thanolamine ou le diamino- 
^e, ce compost pomra aussi 6tre introduit k r extr6mit6 C-tetminale du lien peptidique 
clivable. 



10 



Dam les deux cas la mol6cule Iib6r6e dans I'enviromiement tumoral est un d&iv6 
aminoacide hydrophobe comme par exemple le Leu-Melphalan ou le Chlorambuca-Leu. 
Ces composes peuvent tmverser fecilement de fe^on passive la membrane plasmique des 
ceUules tumorales et agir sur les addes nucldiques soit directement puisque la fonction 
15 alkylante n'est pas modifi^e soit aprSs clivage de I'aminoacide suppl^mentaire par les 
peptidases ou esterases endogdnes. 

Composes anti-inflainmatoires 

Dans un autre mode de r6aUsation particulier, la molecule biologiquement active pr&ente 
20 des propri6t6s anti-inflammatoires. 

Liberation de peptides derives du segment N-terminal de I'annexine I 

Un exemple de tels composes est un peptide. nomm6 id NTAl, aux propri6t6s anti- 
25 inflammatoires identique k ou d6riv6 du segment N-tenninal de I'amiexinel. Les 
propri^tfe anti-inflammatoires de ce peptide r&ultent probablement de son action sur le 
r^cepteur du fMLP inhibant ainsi que le chimiotactisme et I'activation des cellules 
phagocytaires et en particulier leur d6granulation et leur production de m^taboUtes 
toxiques de Toxyg^ne. 
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La Sequence du segment N-terminal de Pannexine I humaine est la suivante : 
AMVSEFLKQAWFIENEEQEYVQTVKSSKGGP (SEQ ID No 33) 

Dans xm mode plus g6n6tal de rdaUsation, le peptide anti-inflammatoire d6riv6 du segment 
5 N-tenninal de I'annexine I sera avantageusement choisi panni les sequences suivantes : 

1 5 10 15 20 25 30 
> I I I I I I 

AMVSEFLKOAWFhaNpEOEYhpoVKo..Kr,r,p (S7) (SEO ID No 34^ 

10 IN YYIE E DCVQTTQSSHW ' ) (^t,^ iU No 34) 

C LD Q IKSS TYS 
Mi NC CVP 

EA GG 

15 La sequence soulign6e repr&ente une sequence dite consensus poss6dant les propri6t6s 
anti-inflammatoires recherch^es. Sous chaque r^sidu variable de cette sequence est 
indiqu^e une liste de r^sidus pouvant remplacer celui indiqu6 dans la sequence consensus : 
a r6sidu acide ; h r6sidu hydrophobe ; p r6sidu polaire ; o Thr ou Ser de pr6f6rence. 

20 n est 6galement possible de choisir une sequence plus courte pour NTAl. On peut ainsi 
supprimer les huit k treize pr^nieis rfeidus. On pouira utiUser en particuUer utiUser la 

sequence : 

ENEEQEYVQTVKSSKGGP (SEQ ID No 35) (S8) 

25 routes les mutations conespondant k ce fragment et indiquees pour la sequence (S7) seront 
Utilisables dans la sequence SS. 

n existe dans I'environnement inflanimatoire au moins une protease susceptible de cliver 
sp^cifiquement le segment NTAl au niveau de I'un des deux r&idus Lysine 25 ou 28 
30 presents dans sa partie N-tenninale -Thr-Val-Lss-Ser-Ser-Ljs-Gly-Gly-. Ces proteases 
sont normalement responsables de la Ub&ation in vivo du segment N-tenninal de 
Tannexine 1. 



Dans un premier mode simple de r^sation. le peptide NTAl ou une version 
35 judideusement mutte est simplement int6gr6 k la partie N-tenninale du segment C pour 
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fonner la prot6ine th^rapeutique : NTAl-C Le seom^t r «w« j 

1 v.. 1^ segment c est pns la dans son acceptation 

la plus large et d6finie plus haut. 

Dan. un «o<,a<, „,„de de rtaIi«H™, ,e peptide NTAl ou une ve^on judicieusemem 

5 ™«fe«t""«a»»egmen,Cpaxl.i«ennM<«red-«nUea,tapleolivablepaxu„epro,4ase. 
mtervenantes selon la formule F6A ou FfiR nn h««, ^ i*.- i 

uic roA ou too ou d un hen multiple comportant un 61&nent 

de ranufication D comme d6fini plus haut (F5A, FSB). 

Dans un autre mode de realisation, la partie A pent aussi contenir une r^6tition de I'une 
10 des s^uences choisi pour le segment NTAl afin d'augmenter la concentration locale du 
peptide anti-inflanmiatoire et done son efficacit6. 

(NTAIVC (F2) 

Pour optimiser le comportement in vivo de la molecule th^rapeutique, on choisira de 
15 pr6ferencem = 2. 

Dans un autre mode de realisation, U pent 6tre avantageux de Her le segment NTAl ^ 
rextr^te C-temrinale du segment C. Pour cette realisation, on utilisera un lien 
bifonctiomiel de fegon k relier entre elles les extr&iite C-tennmales de C et NTAl : 

C-L-NTAl 

Libiration de Cytokines anti-inflammatoires. 

Les maladies inflammatoires chroniques, et particuU^rement la polyarflnite rhumatoJde la 
25 maladie de Crohn et le Psoriasis, sont provoquees par un d6s6quiUbre important dans la 
production dans Penviromiement cellulairc d'un certain nombre de molecules de 
signaUsation. L'amphfication et la p&emiisation du ph6nom^e mflammatoire dans ces 
maladies r^sultent d'un equihbre complexe «itre un nombre important de protdines aux 
mfluences oppos^es. molecules pro-mflammatoires et molecules anti-inflammatoires. 

30 

fm^ le, cytokines Jouam un r61e anli-toflanmiatoire, rinterleuldne 10 (tt-lO) (SwissProt 
i-22301). ou sur I'v^ queloonque de s«i iso&rmes. est la plus intiressante par reffei 
•^«l.t«„ qu-dle produl. sur la r^acHon inflanunatoixe. Mais couunc beaucoup de 
molecules de la sigt^aiaalion de la r&oBon inflaaunatoire, 1-ILlO poss6de de niultiples 
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fonctions dont des fonctions de stimulation du syst^e ixmnunitaire. H est done tr^ 
avantageux de dbler cette prot6ine au site inflammatoi,^ proprement dit de fa9on k 
localiser strictement son action. 

5 L'lLlO agit en tant qu'homodim^ sur son r^cepteur h6t^o t6tram6rique. La structure 
tndimensionneUe de I'lLlO et du complexe avec son r^cepteur. I'lLlOR, offie un avantage 
suppl&nentaire. En effet. la structure du complexe ILIO-ILIOR. montre que les extremity 
N et C-terminale de I'lLlO sont relativement proches dans sa structure. De plus 1' extr^t6 
N-tenninale est enfouie au coeur du r^cepteur et I'extremit^ C-terminale est situ6e dans la 

10 region de dim^risation de cette c>tokine. De ce fait, le blocage par le segment C-L ou L-C 
de rune des extr6mit6s N ou C-terminale de I'lLlO, interdit la formation du complexe et 
finalement bloque son action. L'activation de I'lLlO ne pent done se faire que par Paction 
des proteases intervenantes de Penviromiement inflammatoire qm ont pour effet de Kb6rer 
cette cytokine exclusivement dans eet environnement. 

15 Le m&ne raisomiement peut 6tre appUqu6 k une autre cytokine anti-inflammatoire, PILIS 
(P35225) ou k I'une de ses isoformes. 

La mol^e fli^peutique bas6e sur I'lLlO ou I'lLlS possMe I'une des structures 
g^n^rales suivantes, selon le choix feit pour le positiomiement de I'lLlO ou de I'lLIS • 
20 C-L'1-L"1.U-(IL10/IL13) (selon la foimule F6A) 
(IL10/IL13)-L1.L"2-L'2-C (selon la formule F6B) 

site de cUvage des proteases intervenantes est pr6vu entre L"l et L»l ou entre L"2 et 
L'2. La longueur du segment rfeiduel L"l-L2 ou Ll-L»2 est telle qu'elle ne gfine pas la 
25 formation du complexe ILIO-ILIOR ou IL13.1L13Ral/2. n est ais6 d'ajuster la s^uence 
effective de I'lLlO pour satisfei^ eette eontrainte. Dans I'un et Pautre cas le segment LI 
ou L2 peut 6tre absent 



Libiration d'inhibUeurs de Cytokines pro-inflammatoires. 
30 Le segment th^peutique A peut 6tre s^leetiomi^ parmi les inhibiteurs non activants des 
r6cepteurs membranaires des cytokines pro-inflammatoires. 

n existe des inhibiteurs naturels de eertaines cytokines et notamment de I'interleukine 1 
(ILl), une (grtokine pro-inflammatoire dont I'incidence dans les maladies inflammatoires 
vient mmiddiatement apr^s celle du TNFa qui est la cytokine dont le r51e est central 
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L'inhibiteur soluble du r^cepteur de I'lLl, I'lLlR. est une petite protdine. le sILlRa 
(Swiss-Prot P18510), qui agit ea se liant au ILIR ans I'activer, bloquant ainsi de PBLl 
L'efficacit6 du sILlRa a ^ testte dans divers maladies et en particuUer dans rarthrite 
rhumatoxde et se montre relativement actif. Cependant les doses utUis^ chez les malades 
5 en mjections sous cutan6es sont 6nonnes. de 30mg k ISOmg. La pharmacocin^tique est par 
aiUeurs d^favorable puisque le temps de demie-vie dans la circulation n'est que de 21 min 
ce qui est tr6s feible pour une utilisation th6rapeutique dans le cas de I'arthrite ihumatoide. ' 

Comme pr6c6demment pour I'lLlO. I'ensemble C-L-(ILlRa) ou (ILlRa)-L.C est 
10 totalement inactif. En effet. la structure du complexe ILlRa-ILlR monti^ que les 
extr6mit6s N et C-terminale de I'lLlRa sont tr& proches dans la structure et sont enfouies 
au ccur du r^epteur. De ce fait, I'activation de I'inhibiteur ne pent se feire que par 
Paction des proteases intervenantes de 1' enviromiement inflammatoire qui ont pour effet de 
hb&^er I'inhibiteur exclusivement dans cet aivironnement 

15 

La mol^e Ih&apeutique baste sur TlLlRa ou sur Tune qudconque de ses isoformes 
possWe rune des structures g&diales suivantes. selon le dioix feit pour le positiomxement 
del'ILlRa: 

C-L'l.L"l-L2-(ILlRa) (selon la foimule F6A) 

20 (ILlRa)-Ll-L"2-L'2<: (selon la fonnule F6B) 

Le site de cHvage des proteases intervenantes est pr^vu entre L"l et L"l ou entre L"2 et 
L'2. La longueur du segment residue! L"l-L2 ou L1.L"2 est teUe qu'elle ne g^e pas la 
fonnation du complexe ILl-lLlRa. Comme pour I'lLlO. il est ais6 d'ajuster la sequence 
25 effective de I'lLlRa pour satisfaire cette contrainte. Dans Pun et I'autre cas le segment LI 
ou L2 peut etre absent. 

Libiration de medicaments anti-inflammatoires. 

30 n existe de nombr«uses molteules non peptidiques poss6dant des propri6tes anti- 
mflammatoires importantes comme les Glucocorticoides, les anti-inflammatoires non 
stdroidiens (AINS), le M^otraxate. 
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Initialement, les Glucocorticoides sont des molecules hormonales natuxeUes pioduites par 
rorganisme et interviennent dans de nombreux processus physiologiques. Leur action est 
5 strictement intracellulaire et intervient par leur Uaison k des r^cepteurs nucl6aires induisant 
la transcription d'un certain nombre de g&ies, d'oi le rdle complexe de ces hormones h de 
multiples stapes de la reaction inflammatoire. L'utilisation des Glucocorticoides et de leurs 
d6riv6s non naturels oomme medicament est done toujouis tr6s d6Ucate alors que leur 
efficacit6 pent dtre trds grande. Leur ciblage et leur Ub6ration stricte dans I'environnement 
10 infl a m matoire sont done cruciaux. 

Les Glucocorticoides sont des molecules st^roidiennes, done assez hydrophobes, et leurs 
action s'effectue au niveau du noyau ceUulaire aprSs difiusion passive k travers la 
membrane plasmique. Pour une utilisation comme medicament cibie, les Glucocorticoides 
15 peuvent done 6tre simplement Ub6r6s dans I'environnement inflammatoire. 

Toutes ces molecules comportent des fonctions chimiques, par exemple des groupes 
hydroxyies, pennettant leur gref&ge sur des molecules peptidiques et en particuUer sur un 
segment L cUvable par des proteases intervenautes comme pour les composes anti- 
20 tumoraux. 



La molecule th^rapeutique bas^e sur les Glucocorticoides possMe I'une des structures 
generales suivantes, selon le choix feit pour le positionnement de la molecule par report 
au segment de ciblage : 

25 C-L'l-L"l-L2-(0-GlucocorticoYde) (selon la formule F6A) 
(Glucocorticoide-0)-Ll-L"2-L'2-C (selon la formule F6B) 

Sous cette forme ces molecules sont totalement inactives. 

30 L'action des proteases intervenantes Wohcc soit la molecule L"l-L2-(0-Glucocorticoide) 
soit la molecule (Glucocorticoide-0)-Ll-L"2, c'est i dire une pro-drogue qui doit diffuser 
passivement dans les cellules environnantes eUes seront traitees par les proteases et 
esterases endog&nes pour Uberer finalement la molecule active. 
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Dans cette application particuli^e de la prfeente invention, il est done important que les 
segments U'l-LZ on Ll-L"2 soit hydrophobes et les plus court possibles, eompte tenu des 
capacit^s de clivage des proteases intervenantes. D est avantageux de limiter k deux le 
nombre de r&idus voire k un le nombre de rfeidus dans L"l ou L"2. D peut atre aussi 
5 avantageux de ne pas introduire les segment LI ou L2. 

b) Les ana-inflammatoires non stiroidiens : 

Les anti-inflammatoires non st^oidiens forment une des classes de medicament les plus 
10 presents. Ce sont pour la plus part des inhibiteurs des cyclo-oxyg6nases (COX-1 et COX- 
2). des enzymes importantes intervenant dans le m6taboUsme de I'acide arachidonique. Ce 
sont des medicament generalement reserves au traitem«it des maladies inflammatoires 
severes et utiUs^s k des doses g6n6ralement tr^ 61ev6es et done generatrices d'effets 
secondaires indesirables. Parmi les AINS. il «dste une classe de composes possedant une 

15 fonction carboxylique utilisable pour leur gre^ge sur des molecules peptidiques et en 
particuKer sur un segment L clivable par des proteases intervenantes comme pour les 
composes anti-tumoraux ou anti-inflammatoi,^ mentiomies plus haut Pamii ces composes 
on mentiomiera I'Aspirine, I'Olsala^ine. le Diclofenac, I'Etodolac, le Sulindac 
I'ldometadne, le Tenidap et I'ensemble des derives de I'acide propionique comme 

20 I'lbupro^. I'acide Ti^rofenique. le Naprox^ne, le Ketoprofene et d'une fafon generale 
«prof6nides». D'autres famiUes de composes sont aussi utiUsables, les acides 
anthraniniUques et apparentes comprenant le groupe des f^ates comme I'acdde 
mefenamique, le groupe des derives de I'acide nicotinique comme I'acide niflumique. 

25 Comme I'ensemble de ces composes anti-inflammatoiies sont des acides caiboxyUques ils 
devront etre fixes k I'extremit^ N-terminale du lien peptidique clivable selon la formulation 
suivante : 

(AINS)-CONH-L"2-L'2-C 

30 Cette configuration est avantageuse en ce qu'elle permet I'introduction de la molecule 
d'AINS directement en fin de synlhese peptidique en phase solide du segment L"2-L'2. 
Dans ce mode de i^ation, le segment L"2 devra etre sufBsamment court et hydrophobe 
pour permettre la diffiision passive du segment actif (AINS)-CONH-L"2 k travers la 
membrane plasmique des cellules cibles. 
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Si, pour des raisons particuU*r«, U est n&essaire d'ulili«r I'exWmiW C-tenninale selon 
la formule : CL-l-L-l-U^AINS), le segn,e,>t L2 devra d«« ee eas tee W.fenotionnel et 
hydrophobe comme par exemple I'amino^thanol ; 
5 L2 = H2N-CH2-CH2-OH. 



c) la methotrexate 



Le methotrexate possMe 6galement des propriet6s anti-inflammatoires et peut 6tre utais6 
10 de la m&ne fa9on que pour ses propri6t6s anti-tumorales d6crites plus haut. 

Realisaaon d'inhibiteurs des recepteurs membranaires de la famille des TNFR. 

L'homotrim&isation striate des domaines extraceUulaires en I'absence du Ugand est un 
15 616ment important du fonctiomiement correct des TNFR. Cette trim&isation du r&epteur 
Vide est assure essentiellement par un segment N-terminal compreoant le domaine 
extracellulaire CRDl. interactions proteine-prot^ine sont tr^s sp^cifiques et ^vitent 
amsi la formation d'het^trimeres dus ^ la presence de r6cq,teurs diff^rents ^ la surface 
d'une meme cellule. On met i profit cette propriety pour produire de nouveaux inhibiteurs 
20 sp6cifiques de n'importe quelle prot6ines membranaires de la famille des TNFR. 

Ces inhibiteurs utilisent un peptide, nomm^ ici PCRDX, comprenant au moins le domaine 
CRDl d'un TNFR quelconque X pour bloquer la trim&isation de celui-ci de fa^on trds 
specifique et done bloquer sa fonction : en se liant une sous unit6 membranaire du TNFR 
25 (monom^re). le peptide PCRDX libre, sous la forme de monom^re ou de dimSre. bloque la 
tnmerisarion de cette sous unite membranaire sans activer le r&epteur puisque celui^^i ne 
peut plus acqu6rir sa structure trim&ique. 

Dans un mode de realisation simple, on pourta utiliser un peptide PCRDX, ou une version 
30 mutee de ce domaine. Ue au segment C par «n Uen L1-L2 divable par I'une des proteases 
mtervenantes generalement presentes dans I'enviromiement inflammatoire de fa^on i ne 
hberer I'inhibiteur qu'au site inflammatoire cibie. La structure generale de la molecule 
therapeutique de la presente invention est done : 
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C-L1-L2-PCRDX ou PCRDX-L1-L2-C 
Oil le clivage s'effectue entre LI et L2. 

La structure C L1-L2-PCRDX est directement active car eUe laisse libie I'extr6imt6 C- 
5 terminale du CRDl pennettant sa Uaison au CRDl d'un r6cepteur cellulaiie. 

La structure PCRDX- Ll-I^-C possMe I'avantage supplementaire de ne rendre actif le 
segment CRDl que lorsque celui^i est Iib6r6 par le clivage du segment L1.L2 limitant 
ainsi d'autant le risque d'effets secondaires. En effet dans cette configuration I'extr^mit^ 
10 C-tenninale du PCRDX est encombrte par la pr&ence du segment L1-L2.C, inadapt6 k 
toute interaction avec un domaine extracellulaire d'un TNFR, rendant ainsi plus difficile 
sont interaction avec celui-ci. L'activit6 est recouvr^ par le cUvage du lien L1-L2. 

La liste suivante donne des exemples de sequence minimum que doivent oontenir les 
15 divers segments PCRDX possibles utiUsables comme inhibiteur de la trimdrisation du 
TNFRl etduTNFR2 : 

Inhibiteur du TNFRl 

20 sf^fsEQ IDTae'i" '^'^'^-^ DCPGPGQDTD CRECESGSFT ASENHI.RHCL 
Inhibiteur du TNFR2 

PGTCRL^^:^ DQTAQMCCSK CSPGQHAKVF CTKTSDTVCD SCEDSTYTQL WNWVPECLSS 



25 



Ces sequences peuvent etre mut6es. notamment dans la region d'inteiaction avec les 
r^cepteuis TNFRl et du TNFR2 originaux, afin d'augmenter leur affinity avec ces 
r6cepteurs. 

30 Des sequences analogues provenant de n'importe quel r^cepteur de cytokines de la famille 
des TNF peuvent dtre utiUs6es pour produire des inhftiteurs specifiques de ces rteepteurs. 

Le Uen clivable L1.L2 peut Stre avantageusement choisi paimi les sequences peptidiques 
reconnues et cliv6es par les proteases specifiques dont le r61e est de libto la partie 
35 extracellulaire des TNFR membranaires ou des pr^cursems membranaires des TNF. Ces 
proteases appartiemxent h la famiUe des ADAM d6ji mentiomx6es. Panni ces pix,t6ases. on 
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choisira en particuUer la piot6ase ADAM-l? ou TACE sp^dfique de la liberation du 
TNFa et du TWp (LTp) et on dioisim en cons^ce la sequence du segment L1-L2 de 
telle sorte qu'il contienne I'une des sequence suivantes : 

5 L1*I^ = SPLAQA*VRSSSR (SEQ ID No 38) ou fragments de celle-ci. PLAQA*VRSSS 
(SEQ ID No 39). LAQA*VRSS (SBQ ID No 40). AQA*VRS (SEQ ID No 41), QA*VR 
(SEQ ID No 42), ou toute combinaison des groupes de sequences situ^es de part et d'autre 
du site de cUvage marqud par une ast^sque comme par exemple . PLAQA* VRS (SEQ ID 
No 43) ou AQA* VRSS (SEQ ID No 44), etc. 



10 



UTILISATTONS DPS ^/^OTFr'TJLES DF rmi aqe RT np Tm^o^^^xy pp 
COMPOSE THPR A PPT rrrr>T Tp 

Les molecules de I'invention peuvent €tro constniites pour cibl« diff6rents types de 
15 cellules ou de tissus pathologiques. de pr6f^ce chez rhomme. EUes peuvent Stre 
utiKs^es pour la preparation de medicaments et/ou dans des methodes de traitement 
th^rapeutique. 

Ainsi, un objet particuUer de Pinvention consiste en une composition pharmaceutique 
20 comprenant une molecule chimdreteUe que definieci-avant 

Un autre objet de I'invention conceme I'utilisation d'une molecule chim^e teUe que 
definie ci-avant pour la preparation d'un medicament Dans un mode pref6ie de realisation, 
ces medicaments sent des medicaments anti-tumoraux ou anti-inflammatoiies. 

Ix,rsque le compose ther^eutique A est mi anti-inflammatoiie. les molecules selon 
I'invention peuvent 6tre utilisee pour la preparation de medicaments destines k des 
pathologies aiguSs comme Pasthme. la rectocoUte hemoixagique, la maladie de Crohn, le 
choc septique, les maladies du collagdne et I'arthrite. 

Lorsque le compose therapeutique A est un anti-cancereux, I'invention est utiKsable pour 
le traitement de differentes tmneurs, notamment de tumeurs solides ou liquides ou 
hematopoi-etiques, en particulier de cancers du sein, du poumon, de I'intestin, du colon et 



25 



30 



wo 2004/111090 „^ 

PCT/FR2004/001435 

37 

du rectum, du cerveau, des meninges, de I'estomac, de I'oesophage. du foie, du pan«^, 
de la vessie, tSte-et-cou, des appareils repioductife mSles ou femelles, de lapeau. etc. 

Les compositions phannaceutiques de Tinvention peuvent comprendre tout excipient ou 
5 v6hicule acceptable sur le plan phannaceutique, tel que sel, solutes, etc. n peut s'agir de 
solutions salines, tamponn6es, isotoniques. d'eau, etc. Les compositions peuvent 
comprendre, en outre, d'auttes agents actifs, utiUs6s en combinaison, de manidre 
simultan^e, s6par6e ou espac^ dans le temps. 

10 Un autre objet de I'invention conceme Putilisation des molecules de ciblage telles que 
d6finies ci-avant pour la d^Uvrance locale de principes actifs dans le voisinage de tissus 
pathologiques chez des sujets. 

La presente invention conceme en outre des m6thodes de ttaitement d'une pathologie chez 
15 un sujet comprenant Tadministration d'une molecule ou d'une composition telles que 
d^finies ci-avant De pr6f^ce, la pafliologie concem6e et un cancer ou une 
inflammation. La mdthode de tndtement peut comprendre en outre une 6tape prealable 
consistant en un tiaitement pennettant de gax6rer des cellules engag6es dans un processus 
d'apoptose dans le tissu pathologique. Elle conceme 6galement des methodes de d6Uvrance 
20 locale de piindpes actife dans le voisinage de tissus pathologiques chez des sujets, 
comprenant I'administration d'une molecule ou d'une composition telles que d6finies ci- 
avant 



Dans le contexte de I'invention. le temie « ttaitement » d&igne le traitement pr6ventif, 
25 curatif, paUiatif, ainsi que la prise en charge des patients (reduction de la souffiance,' 
reduction de la taille d'une tumeur ou de la progression de la pathologie, amelioration de ll 
duree de vie. ralentissement de la progression de la maladie, diminution du site 
inflammatoire), etc. Le ttaitement peut en outi« dtre r6alis6 en combinaison avec d'auttes 
agents ou traitements (chimioth6rapie, radioth&^ie, th&apie g6nique, etc.). Les 
30 traitements et m^caments de I'invention sont tout particulidrement destines aux humains. 

Pour la mise en «uvre des m6thodes th&apeutiques d6finies ci-avant, le compost 
th&apeutique peut dtre utiUs6 h diff6rentes doses et selon differents protocols. 
L'administration peut 6tre r6alis6e par toute m6thode connue de I'homme du metier, de 
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pr6f6rence par injection, typiquement par voie intra-p&iton6ale, intta-tumorale, intra- 
dennique, intra-c6r6brale, intra-veineuse, intra-art&ielle on intra-musculaire. Les doses 
administr^es peuvent 6tre adapts par I'homme de I'art. Typiquanent, de 0,01 mg k 100 
mg / kg environ sont injects. D est entendu que des injections r^p^^es peuvent 6tre 
5 r6alis6es. L'invention est utilisable chez les manuniSres, notamment chez I'etre humain. 

EXEMPLES 

Example I : Exemple de rialisation de segments L clivables pour la liberation de 
1 0 composes anti-tumoraux et antt-inflammatoires : 

Si le segment L est uniquement peptidique et ne contient que des r6sidus naturels, il sera de 
pr6f6rence int6gr6 dans le segment C k son extr6mit6 N ou C-tenninale par les m^thodes 
classique de la biologie mol6culaire. D pourra cependant 6tre int6gr6 si n6cessaire au 
15 segment A si celui est peptidique et obtenu par biologie mol6cuIaire. 

Dans un mode de realisation particuUer, il y aura avantage & preparer de fecon 
extemporanfe le segment L ou I'ensemble L-A sous une fonne r^ctive pour une Uaison 
ult6ri«ire au segment C. Un exemple int6ressant se pr&ente dans le cas oii un groupe thiol 
20 amen^ par un r^idu Cyst&ie est pr&ent dans le segment C, de preference loin du site de 
Uaison de C aux membranes charg6es n^gativement. Ce groupe thiol permet, par une 
reaction chimique simple, rapide et totale, de lier I'ensemble I^A muni du groupe 
fonctionnel maleimide. 

25 Le protocole de synthase est d6crit dans la figure 1. Le fragment L consiste en un peptide 
protege li6 k une r6sine acide-labile rink via la strat6gie FMOC bien connue de I'homme de 
I'art. Le fragment r6actif possMe la propri6t6 de former une Uaison covalente avec un 
groupe nucl6ophile - ici le groupe SH d'une Cysteine - de la prot6ine C. Le groupe r^actif 
pent dtre un bromoac6tamide ou, comme ici et de fa9on plus avantageuse, un groupe 

30 mal6imide. Le groiq)e espaceur entre le maleimide et le peptide L pent dtre un groupe 
allgrl, alkoxy ou poly alkoxy termin6 par une fonction carboxylique pour le couplage k L. 
Dans I'exemple de la figure 1, le segment th&apeutique est un compose anti-tumoral de la 
femiUe de antracycUne, la doxorabidne. Dans la figre 1, AA represente n'importe queUe 
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sequence d'aminoacides pouvant constituer un Uen cUvable. L'exemple d6crit ci-dessous 
coirespond k la sequence AA = Gly-Ser-Gly-Val-Leu. 

Synthase du Fmoc-Leu-R£sjne rink acide (1) : 
5 5 g de rfeine rink 100-200 Mesh (^roximativement 0,35-0.80 mmole/g), Fmoo-Leu-OH 
(3,2 mmoles) et la DCCI (3,37 mmoles) sont agit6s pendant 5 minutes de 0«C h 5«C dans 
50 ml de DCE, puis 60 mg de DMAP (0,5mmole) sont ajout^s et aprds 20 minutes 
aq)pldmentaires k 5<»C, 275 jil de N-m6thylmorpholine (2.5 mmoles) sont ajout6s. Le 
m61ange est agite pendant 4 heures. La r6sine filtr^e est lav6e avec 40 ml (pour 30 s chaque 

10 fois) par les solvants suivants : 3 fois methanol, 3 fois DCE, 3 fois DMA. Les groupes 
hydroxyle non r6agis de la r6sine sont bloques avec I'anhydride ac^tique (13,5 mmoles) 
dans 3 ml de pyridine et 1 5 ml de DMA puis la r6sine est lav6e comme suit (40 ml chaque 
fois) : 2 fois isopropanol, 3 fois DMA, 2 fois isopropanol, 6 fois DCE, 2 fois isopropanol, 3 
fois DMA, 3 fois isopropanol. La r&ine est ensuite s6ch6e sous vide et a un contenu fcn 

1 5 Fmoc d'environ 0,35 mmole/g. 



Synthase du Fmoc-Gly-Ser(Trt)-Gly-Val-Leu-R£sine rink acide (2) : 

Lavage et enl^entent du grotq>e Fmoc a tempirature ambiante : 

1 g de Fmoc-Leu-R6sine rink acide (0,35 mmole) est trait6 de la fe9on suivante chaque fois 
3 minutes avec 20 ml de 1 fois isopropanol, 4 fois DMA, 6 fois 20% piperidine dans le 
DMA, 2 fois DMA, 1 fois isopropanol, 4 fois DMA. 
Couplage Fmoc-AAn-OH : 

DIEA (3,5 mmoles) dans 10 ml de DMA est ajout6 k la r^sine. Aprds le gonflement de la 
resine, les aminoacides prot6g6s par le Fmoc (1,75 mmoles) et le HBTU (1,72 mmoles) 
dans du DMA sont ajoutfe. Apr^ 40 minutes la r&ine est rinc6e avec 4 fois 40 ml de 
DMA. 



Synthase du H-Gly-Ser(Trt>-Gly-Val-Leu-R^ine rink acide (3) : 
La forme N-terminale Ubre du peptide protege et U6 i la r&ine est obtenu par le protocole 
30 de clivage et lavage identique au protocole (2)*>. 



Syntli&se du compost r^actif (4) : 
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A 1 g de r^sine (3) (3,5 nunoles dans le DMA) on ajoute 3,5 nmioles de DIEA, 
1,75 mmoles de N-mal^oyi-p-alanine et 1,72 mmoles de HBTU. Apr6s 2 heures, la r&ine 
est lav6e avec 4 fois 20 ml de DMA pviis s6ch6e sous vide. 

5 Separation du peptide prot^g^ de la r^sine pour obtenir (5) : 

La lysine est dispers^e dans le DCM et trait6e par 20 ml de melange de clivage 
AcOH/DCM (10/90 v/v) pendant une heuie puis est filtr6e, lav6e 3 fois avec 20 ml de 
melange de cHvage puis 3 fois 20 ml de DMA pour extraire le peptide de la r&ine. De 
rhexane (15 fois le volume) est ajout6 au filtrat pour enlever I'acide ac6tique sous fomie 
10 azeotiope. Le peptide piot6g6 resultant est s6ch6 sous vide et purifi6 par chmmatographie 
« flash ». 

Couplage du peptide prot^gd au compost anti-tumoral doxombicine : 

A I'abri de la lumidte, on ajoute au cQmpos6 (5) (0,3mmole dans 2 ml de DMA), 
15 3 mmoles de DIEA, 0,3 mmole de HBTU et 0,3 mmole de Doxorubicine. Aprte 2 heures,' 
le solvant est dvapor6 et le produit brut est dilue dans l'ac6tonitrile, purifi6 pj 
chromatographie « flash » sur gel de silice. 

Synthase du compost final (7) : 
20 A I'abri de la lumi&e. le compost (6) est dilu6 dans une solution a 1% de TFA et 5% de 
tri^thylsilane dans le DCM. Apr^s 2 heures, le produit brut est 6vapor6 sous vide puis 
dissout dans l'ac6tonitrile, purifi6 par HPLC et lyophyHs6. 

Exemple 2 : Synthese d'un lien mixte peptidique et non-peptidique pour la liberation de 
25 composes anti-ttmtoraux. 

La partie non peptidique du lien est introduit h Taide du compost (12), obtenu selon le 
schema de la figure 2, en remplac«nent de la N-maltoyl-p-alanine utilisfe dans la synthase 
pr6c6dente (figure 1). Le schema de la figure 2 d^crit un Uen de structure gen6rale et le 
30 protocole qui suit d6crit le cas particuKer m=l , n=2, o=l . 

A une solution de 2-(2-aminoethoxy)-6thanol (47,55 mmol) (8) dans 100 ml de 
didilorom6thane, on ajoute au goutte a goutte k 0°C une solution de t-butylpyrocarbonate 
(47.55 mmol) dans 50 ml de dichloromefliane. On laisse remonter k temp&ature ambiante 
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et apr^s deux heures, on 6vapore k sec le melange r^actionnel. On obtient le carbamate 
d6sir6 (9) sous forme d'une huile incolore. 

A une solution de PPH3/DIAD (7.5 mmol) dans 25ml de THF fr^chement distill6 est 
5 ajout6, k 0°C, I'alcool ntopentyUque (7.5 mmol), le carbamate pi^cddent (9) (7.5 mmol) et 
le mal6imide (7.5 mmol). On laisse ensmte la reaction k temp&ature ambiante pendant la 
nuit. Le brute r6actionnel est 6vapor6 k sec puis flash chromatographi6 sur silice pour 
donner le produit attendu (10). 

10 A une solution du carbamate pr6c6dent (10) (6.5 mmol) dans 40 ml de dichlorom^thane est 
ajout6 30 ml d'acide trifluoroac6tique. La mixture est laiss6e aux ultrasons 10 minutes puis 
agit6e k temperature ambiante 1 heure. Les solvants sont 6vapor6s et le rfeidu lav6 au 
chloroforme (3x) et k l'6ther (4x). Le produit obtenu (1 1) sous forme de trifluoroac^tate est 
utilise tel quel k I'^tape suivante. 

15 

Au sel de tiifluoroac6tate du produit pr6cMent (11) (6 mmol) en suspension dans le 
dichloromethane (30mL), est ajout6 k temp&ature ambiante le DIEA (12 mmol). Apr^ 
une heure, on ajoute I'anhydride diglycoUque (6.5 nunol). Api^ deux heures. on 6vapore k 
sec et on puiifie le produit (12) par flash chiomatographie sur silice. 

20 

Le compose (12) est ensuite utilise comme le compose N-maieoyl-p-alanine pour la 
synfliese d'un Uen cUvable mixte selon le protocole decrit dans la Figure 1 pour les 
composes (5) et (6). 

25 Exemple 2b: Synthase d'm bras comportant un groupe d'espacement et un groupe 
peptidique clivable et couplage d'une part a une molecule de ciblage C et d'autrepart d la 
doxombicine. 



Le compose (12) de la Figure 2 avec n=2, M=l et o=l a ete couple au peptide AAn= Gly- 
Gly-Ala-Leu selon la methode d6crite precedemment (Exemple 2). La molecule obtenue a 
ete coi^iee k la doxorubicine selon la mefliode decrite dans I'exemple precedent (Figure 1) 
pour obtenir le compose (12) suivant : 




Compos6 (12) 

5 

Le campos6 12 a ensuite dt6 coupl6 k un s^ent de dblage C-SH de la femiUe (S5) grfice 
au groupe SH que celui-ci comporte et selon le piotocole g^6ral suivant : 
A 4,5mg de C-SH lyophUisS (1 Equivalent) dans 5,4mL de tampon PBS (pH = 6.7) d6gaz6 
k I'azote, on a ajout6 une solution de 1 Equivalent de (12) (0,54 mg) dans 540nL de 
10 DMSO. On a laissE la inaction se poursuivre Ih k temperature ambiante puis le melange 
rEactionnel a 6t€ lyophilisE. 

Le lyophylisat a Ete repris dans un melange H20 /DMSO 50/50 (2mL) et a 6t6 purifiE par 
HPLC (colonne Source 15RPC 10x250 mm). La fraction correspondant au composE final 
15 C-S-(12) a 6t6 coUectEe puis lyophilisEe. 

Le compose final C-S-(12) a dtE ultErieurement sounds k I'action des difiKrentes prot6ases 
(MMP2, MMP3 et MMP9) selon leprotocole suivant : 

20 On a pr6par6 une solution de C-S-(12) (60^M) soit 0,6mg dans ImL dans un tampon Tiis- 
HCl 50mM pH=7,5. On a s^aiE ce lot en 3 aliquots de SSOjiL chacun. A chaque aliquot, 
on a ajoute une des MMP aprEs activation (MMP2, MMP3 et MMP9) environ 0,5ng de 
chaque enzyme. On a laissE incuber 5 heures k temperature ambiante. Les aliquots ont 
ensuite 6te purifi6s par HPLC et les difif6rents pics absorbants k 495nm ont 6t6 analyses en 

25 ESI-TOF. 
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Exemple 3 : Construction et production onH-inflammatoire NTAl-C. 

Deux constructions sont propos6es qui correspondent I'une k la version longue de NTAl 
nomm& NTAll. selon la sequence S7 (Seq ID 33) et Pautre k la version courte, nonim6 
5 NTAlc,selonlas6quenceS8(SeqID35). 

NTA1C+: 
ID No 45) 

10 

NTAlc-: 

5;p-GATCCCGGACCACCTTTAGAAGATTTAACGGTCTGAACGTATTCCTGTTCTTCGTTTTCGGGCC- 

(SEQ ID No 46) 

15 

NTA1I + : 

20 (SEQ ID No 47) 
NTA11-: 

(SEQ ID No 48) 
Bann+: 

5 ' -GCGCTGTTAGCGGGTCCATTAAGTTCTGTC-3 ' 

30 (SEQ ID No 49) 
Banll- : 

5 ' -GACAGAACTTAATGGACCCGCTAACAGCGC-3 ' 

(SEQ ID No 50) 

35 

Les plasmides pGEX 6P1 utilises sont commerciaux (Amersham biosciences) ainsi que les 
enzymes (Biolabs) utiUs6s : BamH I, EcoR I, Ban H, T4 DNA ligase, CIP, T4 kinase. 

Construction de NTAlc-C et NTAII-C dans pGEX 6P 

40 

Le vecteur d'expression utiUs6 est le vecteur pGEX 6P1 (Amersham-Biosdences), Ce 
vecteur permet Texpression de la prot^ine d'int6r6t fusionn6e h. la GST k son extr^t6 
Nter, La prot6ine d'int^rdt est r6ciq)6r6e sans prot^e de fusion apr^ digestion par la 
PreScission. La s6quence codante du segmait C (provenant du vecteur pGEX2T. construit 
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au laboratoire) sera ins6r6e dans ce vecteur entre les sites BamH I et EcoR L Le segment 
NTAll ou NTAlc sera ensuite ms^6 sous forme de cassettes dans le vecteur pGEX 6P 
contenant la s^ence codante du segment C enire les sites Ban H et BamH I. 

5 Le vecteur pGEX 6P possWe deux sites Ban E. La premi&e 6tape consiste done k rendre 
ce site unique afin de I'utiliser comme site de clonage du segment NTAl. Le site Ban H 
situ6 en position 3890 est enlev6 par une dtape de mutagen&e dirig6e silencieuse (kit 
Quick Change. Stratagtee. oUgos Ban H + et Ban H -) en suivant les recommandations du 
foumisseur. Le plasmide « pGEX-6P.mut » est alors obtenu. 



10 



La sequence codante du segment C est extraite du plasmide pGEX2T par digestion 
enzymatique k I'aide des enzymes de restriction BamH I et EcoR I (Biolabs). Bri^ement, 
20 ixg d'ADN est dig6r6 s6quentiellement par 200 U d'euzyme, k 37»C pendant la nuit. 
Aprds chaque digestion, P ADN est purifi6 aprds migration sur gel d'agaiose k I'aide du kit 

15 «GFX PGR DNA and Gel Band Purification kit» (Amersham-Biosciences). 20 ^g de 
plasmide «pGEX-6P-mut » est 6galement dig6r^ dans les mimes conditions par BamH I et 
EcoR I afin d'obtenir le vecteur dans lequel les sdquences codantes seront ins6i^. Afin 
d'6viter une recir<)ularisation du vecteur, celui-ci est d6pliosphoiyl6 par une incubation de 
2h k 37-C en pr&ence de 2 U de GBP (Biolabs). Le vecteur « pGEX-6P-mut », ouvert en 

20 BamH I / EcoR I et d^hosplioryl6. est ensuite puiifie k Taide du kit Amersham. La 
Ugation de la sequence codante du segment C (10 moles d'insert pour 1 mole de vecteur) 
dans le vecteur «pGEX.6P-mut» est ensuite r6alis6e par incubation de 2h k temperature 
ambiante en presence de 400 U de T4 DNA ligase (Biolabs). Les plasmides pGEX-6P-mut 
contenant la s^uence codante du segment C sont alois obtenus. 



25 



Les cassettes « NTAll » et « NTAlc » sont obtenues par hybridation de 100 pmol des 
oligos compl6mentaires (NTAlc + / NTAlc - et NTAll + / NTAll -) k PS^C pendant 5 
min dans un tampon Tris HCl 20 mM pH7,5 ; NaQ 300 mM; EDTA 1 mM. Les 
extr6mit6s 5' des cassettes sont ensuite phosphoryl6es par une incubation k 37»C pendant 
30 2h en pr&ence de 50 U de T4 polynucl6otide kinase (Biolabs). L'enzyme est inactive par 
incubation k 65*'C p«idant 20 min. 

La demi&e 6tape consiste k dig6ra: les plasmides pGEX-6P.mut la sequence codante du 
segment C par Ban H et BamH I afin d'ins6rer les cassettes. 20 d'ADN est dig6r6 
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s^uenaeUem^tt par 50 U dc Ban n e. ,00 U de B«»H I. i 37»C pendant 1. n«i,. Aprts 
chaqnc digestion. I'ADN est purifi^ .p^, .^emo. sor gel d-.ga«»e k I'aide d„ M, 
^«sham. La dSphosphorylation des veoteurs a rfalisfc par ineubMion 4 37-C pendant 
Ih en pr&ence de 10 U de Cff. d'iviter Icr recirculariaation lors de I'tepe de 
5 hgatton. ligation des e,aa«t«. dan, les veoteurs est x«alis^ comme dderite 
prAAtenment On obtient done les sequences NTAlo^l et NTAU-C clonies dans le 
veeteur pGEX-SP-mut 

Aprfe chaque construction les sequences d'ADN sont v6rifi6es avec le kit de s6quen9age 
10 Bxg Dye Tenninator, Perkin-Ebner Applied Biosystems. sur un s6quenceur Perkin-Elmer 
Abipnsm 310, selon le protocole du foumisseur. 

Expression de NTAlc-C et NTAll-C chez E. coU 

L'expression est r6aUs6e chez «ne souche d'E. coli BL21 gold (Stratag&ie) ^ SQOC Les 
15 bacteries sont niises en culture dans un milieu Luria Berthani (Gibco) contenant 150 

d'ampiciUine. Loi.q«e la turbidity des cultures atteint une density optique k 600 nm 
(DO600) de 0,6, ^expression des piot6ines est induite par Pajout de 1 mM IPTG (Sigma) et 
maintenue pendant 4h. Les bact^es sont alors centriiug^es a 5,000 rpm (centrifUgeuse 
JLA1.8000, Beckman) pour 10 min & 4^0 et le-suspendues dans 20 mL de tampon S 
20 complet (20 mM Tris-HCl pH 7,6 ; 500 mM Nad ; 1 mM EDTA ; 2o/o glycerol (v/v) • m 
taton XlOO (v/v)) supplements avec 0,1 mM de PMSF (Sigma) en Sthanol ; 0.5 mM de 
DTT (Sigma) et 50 mg de lysozyme (Sigma). Aprfe une incubation d'lh k 4^C les extraits 
sont homogeneisSs par 10 sonications de 1 min (amplitude 65o/o, 1 sec sonic^on. 1 sec 
^pos) avec un repos d'l min entre chaque sonication. Les prot^nes prates dans la 
25 fraction soluble (sumageant) sont alors r6cup6r6es par centrifugation k 20.000 g. pendant 
45min^4°C. 

Purification de NTAloC et OTAll-C sur colonne GSTrap 

10 mL de la fraction soluble est pr61ev6e et dHuSe dans 20 mL de tampon de liaison (50 
30 mM Tris-HCl pH7,5 ; 150 mM NaQ). Les p„,t6ines sont alors purifi.es par 
chromatographie d'afBnit6 sur colonne GSTrap Fast Flow (Amersham-Biosciences) Une 
colomie de 5 mL est prdpar^ suivant les instructions du fabricant. L'6chantillon prot6ique 
(30 mL) est charg6 sur la colomie et cette demise est lav^ avec 10 volumes de tampon de 
haison. Apr^ un lavage suppl^entaire avec 10 volumes de tampon de coupure (50 mM 
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Tris-HCl pH7,5 ; 150 mM NaCl ; 1 mM EDTA ; 1 mM DTT), la prot6ine est incubte 
directement sur la colonne avec 100 U de PreSdssion (Amersham-Biosdences) h 40C 
pendant 20h. La prot^ine d'int^rSt sans partenaire de fusion est ensuite i6cup6r6e par 
lavage avec 15 mL de tampon de coupure. 

5 

Purificatioii de NTAlc-C et NTAII-C par gel filtration 

Une colomie HiLoad 26/60 Superdex 75 (300 mL) (Amersham-Biosciences) est 6quilibr6e 
k I'aide de 2 volumes de tampon A (bicarbonate d'ammonium 150 mM pH 7,9). La 
protdne issue de la purification par GSTrap est alors inject^e, et son elution est reaUs6e 
10 avec 2 volumes de tampon A. La prot6ine ainsi purifi^e est aliquot^e, lyophilis6e et 
conserv6e h 20°C. 



Figures 

15 Figure 1 : Synthese de la prodiogue avec AA, = Gly-Ser-Gly-Val-Leu comme substrat 
pour la MMP2, MMP3 et MMP9 et la N-maleoyl-beta-alanine comme segment r6actif de 
liaison. 

Figure 2 : Synthdse du Uen non-peptidlque long en remplacement du liea court de la N- 
20 maleoyl-beta-alanine utiHs6 dans le protocole pr6c6dent. Synthase 4 partir de la 2.(2- 
aminoethoxy)-ahanol (8) (m=l, n=2, o=l) 

Abbreviations : AcOH : adde acetique ; DCCI : N.N'-Dicyclohexylcarbodiimide ; DCE : 
1,2 DicMoro6thane ; DCM : Dichloromethane ; DIEA : Diisopropylsilane ; DMA : 
25 Dimethylac6tamide ; DMAP : 4-Dim6thylaminopyridine ; HBTU : 2.(lH.Ben20tria2ole.l- 
yl)-l,l,3,3-tetram6thyluronium hexafluorophosphate ; TFA : acid trifluoroacetique 
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REVENDICATIONS 



10 



5 1- Molecule comprenant trois segm«its : 

- un segment de ciblage C capable de se lier aux membranes de cellules engag6es 
dans un processus d'apoptose ; 

- nn segment th&apeutique A comprenant un compos6 biologiquement actif ; et 

- un segment de Uaison L entre le segment de ciblage et le segment th6rapeutique, 
ladite Uaison 6tant cUvable in vivo dans I'environnement d'un tissu ou d'une 
cellule en q)optose. 



2- Molecule selon la revendication 1, caract6ris6e en ce que ledit segment de Uaison L 
comprend une fonction chimique reconnue et clivte par une eiiz>me ou un ensemble 

15 d'enzymes specifiques de I'environnement des cellules cibl^es. 

3- Molfeule selon la revendication 1 ou 2, caract6ris6e en ce que ledit segment de Uaison L 

comprend une sequence reconnue et clivee par une prot^ majoritairement presente dans 
le tissu cibl6, plus particulidrement choisie paimi une m6tallo-prot6ase de la matrice extra- 
20 cellulaire, une urokinase, et une protease sp6cifique du cUvage du segment extraceliulairo 
des cytokines membranaires ou de leurs r^cepteurs. 

4- Molecule selon Tune des revendications 1 h 3, caracterisee en ce que ledit segment de 
Uaison L compraid une sequence s61ectionn6e en ce qu'elle contient au moins un couple 

25 de r&idus B1-B2 donn6 dans le tableau suivant : 





B2 


Val/Ala/Leu/Met 


X 


Leu/Tyr/Phe 


X 


Ala 


Leu 


Leu 


Val 


Val 


Cys 


Gly 


Leu/Ile 
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Gly 


Val 


Ala 


Val 


Asn 


Val 


Arg 


Phe 


Gly/Ala/Asn/Glu/GlB/Pro/Arg/His/Asn 


Hydrophobes naturels ou non 


Polaires : Arg/Asp/Glu/Gln/Thr/Asa 
Hydrophobe : Ala 


Hydrophobes naturels ou non 



oil X est r6sidu aminoacide quelconque naturel ou non. 



5- Molecule selon I'une des revendications pr6c6dentes, caract^s6e en ce que ledit 
5 segment de ciblage C est capable de se lier aux membranes comportant des lipides dont la 

charge 61ectrostatique totale est negative, notamment la phosphatidyls^rine. 

6- Molecule selon I'une des revendications pr6c6dentes, caiactdris6e en ce que ledit 
segment de ciblage comprend la s^uence peptidique suivante : 

10 J'-J^-J'-J'^-J'-J'-Z^-U^j'-J^o-U^-R-J^^.ji^-U^^-K-G-X^-G-T-J^^-E-J^^j^^^^^ 

J28-U29.j30,j31.jj^.j33_j34_j35_j36_g37_j38_j39_u40_j41_j42_j43_u^^ 
j5M^-D-U'^-K-S-Z^'-L-J*^-J«^.J«3.j6*.Z*^.J«.j67_u68.j69_j70_j^ 

(SI) 

dans laquelle J, Z, U, X, et B rqpr^sentent des addes amines tels que : 
15 - les acides amin^ J sont choisis ind6pendamm«it les uns des autres parmi les acides 
amines naturels, ou des d6riv6s de ceux-ci, de telle maniere qu'au moins 50 % d'entre eux 
sont des r6sidus polaires choisis parmi R, N, D, C, Q, E, G, H, K, Om, P, S, T et Y, 

- les acides amines U sont choisis parmi A, C, G, I, L, M, F, W, Y, et V, 

- I'acide amin6 X^' est choisi independamment des autres acades amines de la sequence 
20 paimi A, N, C, Q, G, H, I, L, M, F, S, T, W, Y et V, 

- I'acide amine B^^ est choisi independamment des autres acides amines de la s6quMice 
panni R, A, C, G, I, L, M, F, W, Y, et V, 

- I'acide amin^ Z^ est choisi ind^p^damment des autres acides amin6s de la s^uence 
parmi D et E, 

25 - les acides amines et Z*^ sont dioisis independamment parmi E, D, K, et R, 
les exposants indiquant la position des acides amin^ dans la sequence. 



7- Molecule selon la revendication 6, caracteris6e en ce que les acides amines U et B sont 
choisis suivant un des exraiples expos^ ci-dessous : 
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b" 


U40 


U44 




U56 






Ex 1 


V 


L 


M 


I 


L 


R 


I 


Y 


L 


L 


V 


L 


Ex 2 


A 


I 


I 


I 


L 


R 


I 


Y 


L 


L 


I 


L 


Ex 3 


A 


I 


I 


I 


L 


R 


I 


Y 


L 


L 


M 


V 


Ex 4 


A 


L 


M 


L 


L 


R 


I 


Y 


L 


L 


I 


M 


Ex 5 


A 


L 


M 


I 


I 


R 


V 


Y 


L 


L 


I 


M 


Ex 6 


A 


L 


M 


I 


I 


R 


I 


F 


L 


L 


I 


M 


Ex 7 


A 


L 


M 


I 


V 


R 


I 


F 


L 


L 


I 


F 


Ex 8 


V 


L 


M 


I 


L 


R 


I 


F 


L 


L 


I 


M 


Ex 9 


A 


T 


SVL 


T 
1 




R 


I 


F 


L 


L 


I 


M 


ExlO 


A 


L 


M 


I 


L 


R 


I 


Y 


L 


L 


A 


A 


Exll 


V 


L 


M 


I 


L 


R 


I 


Y 


L 


L 


V 


L 


Exl2 


V 


L 


M 


I 


L 


R 


I 


F I 


L 


L 


V 


L 



8- Molecule selon I'une des revendications pr6c6dentes, caract&iste en ce que ledit 
segment de ciblage C compr^d me sequence s61ectionn6e paimi le groupe constitu6 des 
sequence SEQ ID Nos 23-32. 

5 

9- Molecule selon I'une des revendications 1-5, caract&isee en ce que ledit segm^it de 
ciblage C comprend la sequence de tout ou partie d'une annexine, d'un domaine de type 
CI ou C2 des facteurs de coagulation sanguine, d'un domaine V d'une prot6ine de la 
famine des 2-Glycoprot6ines-I, d'un domaine de type FYVE. d'un domaine de type PH, ou 

10 fragment ouund6riv6pr6sentantaumoins 50 %d'identit6. 

10- Molecule selon la revendication 9, caract6ris6e en ce que ledit segment de ciblage C 
comprend une sequence s61ectionn6e parmi les sequences SEQ ID Nos 1-16 et 17-22 de 
pr6fdrence SEQ ID Nos 2-4, 6-8, 10-12. 14-16 et 19-22 ou un fragment de celle-ci 

15 

11- Molecule selon I'une des revendications precedentes. caract6ris6e en ce que ledit 
segment th^rapeutique A pr&ente une activite anti-tumorale. 

12- Molecule selon la revendication 1 1, caract6ris6e en ce que ledit segment th&apeutique 
20 A est s61ectiomi6 panni le groupe constitu6 d'une molecule de la famiUe des TNFa ou 

d6riv6s de ceux-ci (TRAIL-Do). d'une molecule d'IL4 humaine ou de I'une de ses 
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isoformes, d'une molecule de la famille des anthracyclines ou I'un de ces d&iv6s actife. de 
pr^ftrence la doxorubicine, d'une molecule de taxane comme le paclitaxel ou le docet«el 
ou run de ces d6riv6s actife, d'une molecule de methotrexate ou I'un de ces d6riv6s actife, 
du 2-m6thoxyestradiol ou I'un de ces d&iv6s actife, de molecules de la femiUe del 
5 antipyrimidines comme la cytosine aiabinoside ou la difluoro-d6oxy-cytidme ou I'un de 
ces d6riv6s actife. de molecules de la femille des agents alkylants d6riv6s des moutardes k 
I'azote comme la ph6nylalanine-moutarde (Melphalan) ou d'un d6riv6 comme le 
Chlorambucjd. 

10 13- Molecule selon I'une des revendications 1-10. camct6ris6e en ce que ledit segment 
th6rapeutique A pr^sente une activity anti-inflammatoire. 

14- Molecule selon la revendication 13, caract6ris6e en ce que ledit segment th^rapeutique 
A est s61ectionn6e parmi le groupe constitu6 par un segment N-teiminal de I'annexinel 

15 humaine, en particulier NTAl. les cytokines anti-inflammatoires, et en particulier I'lLlO et 
l'IL13 ou I'un de leurs mutants approprife, les inhibiteuis non activants des r6cepteurs 
membianaires des cytokines pro-inflammatoires comme «i particuUer I'inhibiteur du 
i6cepteur de I'lLl ou un mutant appropri6 de cet inhibiteur. les glucocorticoides. les anti- 
inflammatoires non st&oidiens ou de leurs d&iv6s consid6r6s comme des inhibiteurs des 

20 enzymes cylo-oxyg^e 1 et 2, et le Methotrexate, un inhibiteur des r^cepteurs 
membianait^ de la famille des TNFR. en particulier des peptides contenant ou moins le 
domaine extraceUulaire CRDl conespondant. 

15- Composition phaimaceutique comprenant une molecule selon I'une des revendications 
25 pr^c^dentes. 

16- Utilisation d'une molecule selon I'une des revendications 1-14 pour la febrication d'un 
medicament. 

30 17- UtiUsation d'une mol6cule selon la revendication 11 ou 12 pour la febrication d'un 
medicament destin6 au traitement du cancer. 

18- UtiUsation d'une molecule selon la revendication 13 ou 14 pour la febrication d'un 
medicament destine au traitement d'une maladie inflammatoire. 



wo 2004/111090 



PCT/FR2004/001435 



1/2 



HO 



Rink add resin 



1) Fmoo-AA-OH/HBTU 

2) 20 % piperidine 

syntliesis of the protected 
peptide in solide phase 



,PG 




AcOH / DCM 
10/90 



1) HBTU/ Doxorubicin 

2) 1%TFA/DCIVl 



r 

Fmoc— AAn— O 
(2) 



1) 20% piperidine 

2) o o 



b 



OH+HBTU 





PG = 2-CITrt, Mtt, Mmt, 2-PhiPr, t-Bu, Boc 
AAn = any peptide fragment and 
particularly these listed in this manuscript 



FIGURE 1 
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SEQUENCE LISTING 



<110> BIONEXIS 



leS^'^uti'l-ltation ®* liMration de composes th^rapeutiques et 

<130> B0204WO 

<150> FR 0306944 
<151> 2003-06-10 

<160> 50 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 156 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

Asp cys Arg Met Pro Met Gly Leu Ser Thr Gly He He ser Asp ser 
•••5 10 15 

Gin lie Lys Ala Ser Glu Phe Leu Gly Tyr Trp Glu Pro Arg Leu Ala 
20 25 30 

Arg Leu Asn Asn Gly Gly ser Tyr Asn Ala Trp ser Val Glu Lys Leu 
35 40 45 

Ala Ala Glu Phe Ala Ser Lys Pro Trp He Gin val Asp Met Gin Lys 
50 55 60 

Glu val He He Thr Gly He Gin Thr Gin Gly Ala Lys His Tyr Leu 
65 70 75 80 

Lys ser cys Tyr Thr Thr Glu Phe Tyr Val Ala Tyr Ser ser Asn Gin 
85 90 95 

He Asn Trp Gin He Phe Lys Gly Asn Ser Thr Arg Asn val Met Tyr 
100 105 110 

Phe Asn Gly Asn Ser Asp Ala Ser Thr He Lys Glu Asn Gin Phe Asp 
lis 120 125 
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Pro Pro lie val Ala Arg jyr He Arg He ser pro Thr Arg Ala ryr 
130 135 140 

Asn Arg pro Thr Leu Arg Leu Glu Leu Gin Gly cys 
145 150 155 

<210> 2 

<211> 156 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Polypeptides constrults sur la base de clFS-sO 

<400> 2 

Asp cys Arg Met Pro Leu Gly Met Ser Thr Gly He lie ser Asp ser 
1 5 10 15 

Gin ilp Lys Ala Ser Glu Phe Leu Gly Tyr Trp Glu Pro Arg Leu Ala 
20 25 30 

Arg Leu Asn Asn Gly Gly ser Tyr Asn Ala Trp ser Val Glu Lys Leu 
35 40 45 

Ala Ala Glu Phe Ala Ser Lys Pro Trp Leu Gin lie Asp Met Gin Lys 
50 55 60 

Glu val He lie Thr Gly He Gin Thr Gin Gly Ala Lys His Tyr Leu 
65 70 75 80 

Lys Ser cys Tyr Thr Thr Glu Phe Tyr He Ala Tyr ser Ser Asn Gin 
85 90 95 

lie Asn Trp Gin He Phe Lys Gly Asn ser Thr Arg Asn Val Met Tvr 
100 105 110 

Phe Asn Gly Asn ser Asp Ala ser Thr He Lys Glu Asn Gin Leu Asp 
115 120 125 

Pro Pro He Val Ala Arg jyr He Arg He Ser Pro Thr Arg Ala Tyr 
130 135 140 

Asn Arg Pro Thr Leu Arg Leu Glu Leu Gin Gly cys 
145 150 155 

<210> 3 
<211> 156 
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<212> PRT ^ 
<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Polypeptide const ruit sur la base de ClFS-SO 
<400> 3 

Asp cys Arg Met Pro Met Gly Leu Ser Thr Gly He lie Ser Asp Ser 
IS 10 15 

Gin lie Lys Ala Ser Glu Phe Leu Gly Tyr Trp Trp Pro Arg Leu Ala 
20 25 30 

Arg Leu Asn Asn Gly Gly ser Tyr Asn Ala Trp ser Val Glu Lys Leu 
35 40 . 4s 

Ala Ala Glu Phe Ala Ser Lys Pro Trp He Gin val Asp Leu Gin Lys 
50 55 60 

Glu Val He He Thr Gly lie Gin Thr Gin Gly Ala Lys His Tyr Leu 
65 70 75 80 

Lys Ser cys Tyr Val Thr Glu phe Tyr val Ala Tyr Ser Ser Asn Gin 
85 90 95 

He Asn Trp Gin He Phe Lys Tyr Asn ser Thr Arg Asn Val Met Tyr 
100 105 no 

Phe Asn Gly Asn ser Asp Ala ser Thr He Lys Glu Asn Gin Phe Asp 
US 120 125 

Pro Pro Leu Val Ala Arg Tyr He Arg He ser Pro Thr Arg Ala Tyr 
130 135 140 

Asn Arg He Thr Leu Arg Leu Glu Leu Gin Gly cys 
145 150 155 

<210> 4 
<211> 156 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Polypeptide construit sur la base de C1F5-S0 
<400> 4 

Asp cys Arg Met pro Met Gly Leu ser Thr Gly ile lie Ser Asp ser 
15 10 15 
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Gin lie Lys Ala Ser Glu Phe Leu Gly lyr Trp Glu Pro Arg Leu Ala 
^" 25 30 

Arg Leu Asn Asn Gly Gly ser Tyr Asn Ala Trp ser Val Glu Lys Leu 
33 40 45 

Ala Ala Glu Phe Ala Ser L|s pro Trp Leu Gin lie Asp Leu Gin Lys 

Glu val He He Thr Gly He Gin Thr Gin Gly Ala Lys His Tyr Leu 

'0 75 gQ 

Lys ser Cys Tyr Thr Thr Glu phe Tyr He Ala Tyr Ser ser Asn Gin 
85 90 95 

He Asn Trp Gin He Phe Lys Gly Asn ser Thr Arg Asn val Met Tyr 
■•■OO 105 120 

Phe Asn Gly Asn Ser Asp Ala ser Thr He Lys Glu Asn Gin Leu Asp 
115 120 125 

pro Pro He val Ala Arg jyr He Arg He ser Pro Thr Arg Ala Tyr 

135 140 ' 

Asn Arg Pro Thr Leu Arg Leu Glu Leu Gin Gly cys 
145 150 155 

<210> 5 

<211> 150 

<212> PRT 

<213> homo sapiens 



<400> 5 

Lys cys Gin Thr pro Leu Gly Met Ala Ser Gly His He Arg Asp Phe 
^5 10 15*^ 

Gin He Thr Ala Ser Gly Gin Tyr Gly Gin Trp Ala Pro Lys Leu Ala 

Arg Leu His Tyr ser Gly Ser He Asn Ala Trp Ser Thr Lys Glu Pro 
33 40 45 

Phe ser Trp He Lys Val Asp Leu Leu Ala Pro Met He He His Gly 

55 60 

He Lys Thr Gin Gly Ala Arg Gin Lys Phe S|r ser Leu Tyr He Ser 
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Gin Phe He lie Met Jyr Ser Leu Asp G^y Lys Lys Trp Gin Thr Tyr 
85 90 95 

Arg Gly Asn ser Thr Gly Thr Leu Met val Phe Phe Gly Asn val asd 
100 105 110 

Ser ser Gly He Lys His Asn He Phe Asn Pro Pro lie He Ala Arg 
lis 120 125 

Tyr He Arg Leu His Pro Thr His Tyr ser He Arg ser Thr Leu Arg 
130 135 140 

Met Glu Leu Met Gly cys 
145 150 

<210> 6 
<211> 150 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Polypeptide construit sur la base de C1F8-S0 
<400> 6 

Lys Cys Gin Thr Pro Met Gly Leu Ala ser Gly His He Arg Asp Phe 
15 10 15 

Gin He Thr Ala Ser Gly Gin Tyr Gly Gin Trp Ala Pro Lys Leu Ala 
20 25 30 

Arg Leu His Tyr Ser Gly ser He Asn Ala Trp ser Thr Lys Glu Pro 
35 40 45 

Phe ser Trp Leu Lys He Asp Leu Leu Ala Pro Met He He His Gly 
50 55 60 

He Lys Thr Gin Gly Ala Arg Gin Lys Phe ser ser Leu TVr He ser 
65 70 75 80 

Gin Tyr He He Met Tyr Ser Leu Asp Gly Lys Lys Trp Gin Thr Tyr 
85 90 95 

Arg Gly Asn ser Thr Gly Thr Leu Met Val Phe Phe Gly Asn val Asp 
100 105 110 

ser Ser Gly He Lys His Asn He Phe Asn Pro Pro He He Ala Arq 
115 120 125 

JlS ^'"9 "■'s Pro Thr His Tyr Ser He Arg Ser Thr Leu Arg 
130 135 140 
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Met Glu Leu Met Gly cys 
145 ' 150 

<210> 7 
<211> 150 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Polypeptide const ru1t sur la base de clFS-sO 
<400> 7 

Lys cys Gin Thr pro Met Gly Leu Ala ser Gly His He Arg Asp Phe 
5 10 15 

Gin lie Thr Ala Ser Gly Gin Tyr Gly Gin Trp Ala Pro Lys Leu Ala 
20 25 30 

Arg Leu His Tyr Ser Gly ser He Asn Ala Trp ser Thr Lys Glu Pro 
35 40 45 

Phe Ser Trp He Lys val Asp Leu Leu Ala Pro Met He He His Gly 
50 55 60 

Val Lys Thr Gin Gly Ala Arg Gin Lys Phe Ser Ser Leu Tyr lie Ser 
65 70 75 80 

Gin Phe He He Met Tyr Ser Leu Asp Gly Lys Lys Trp Gin Thr Tyr 
85 90 95 

Arg Tyr Asn ser Thr Gly Thr Leu Met val Phe Phe Gly Asn Val Asp 
100 105 110 

ser ser Gly He Lys His Asn He Phe Asn pro pro Leu He Ala Arg 
115 120 125 

?lS "■'s "is Tyr ser He Arg Ser Thr Leu Arg 

130 135 140 

Met Glu Leu Met Gly Cys 
145 150 

<210> 8 

<211> ISO 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 

<223> Polypeptide const ruit sur la base de C1F8-S0 
<400> 8 

Lys cys Gin Thr pro Leu Gly Met Ala ser Gly His He Arg Asp Phe 
5 10 15 

Gin He Thr Ala ser Gly Gin Tyr Gly Gin Trp Trp Pro Lys Leu Ala 
20 25 30 

Arg Leu His lyr ser Gly ser He Asn Ala Trp ser Thr Lys Glu Pro 
35 40 45 

Phe Ser Trp Leu Lys He Asp Leu Leu Ala Pro Met He He His Gly 
50 55 60 

He Lys Thr Gin Gly Ala Arg Gin Lys Phe ser ser Leu Tvr He ser 
»5 70 75 80 

Gin Phe He He Met Tyr ser Leu Asp Gly Lys Lys Trp Gin Thr Tyr 
85 90 95 

Arg Gly Asn Ser Thr Gly Thr Leu Met val Phe phe Gly Asn val asp 
100 105 110 

ser Ser Gly He Lys His Asn He Phe Asn pro Pro Leu Leu Ala Aro 
115 120 125 

Tyr He Arg Leu His Pro Thr His Tyr Ser He Arg Ser Thr Leu Arg 
130 135 140 

Met Glu Val Met Gly cys 
145 ih 

<210> 9 

<211> 159 

<212> PRT 

<213> homo sapiens 

<400> 9 

cys Ser Thr Pro Leu Gly Met Glu Asn Gly Lys He Glu Asn Lys Gin 
•••5 10 15 

He Thr Ala ser Ser Phe Lys Lys ser Trp Trp Gly Asp Tyr Trp Glu 
20 25 30 

Pro Phe Arg Ala Arg Leu Asn Ala Gin Gly Arg val Asn Ala Trp Gin 
35 40 45 
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Ala Lgs Ala Asn Asn Asn l^s Gin Trp Leu Glu lie Asp Leu Leu Lys 

lie Lys Lys He Thr Ala He He Thr Gin Gly cys Lys ser Leu ser 

'0 75 80 

ser Glu Met Tyr Val Lys ser Tyr Thr He His Tyr Ser Glu Gin Gly 
85 90 95 

val Glu Trp Lys Pro Tyr Arg Leu Lys ser ser Met Val Asp Lys He 
100 105 ii5 

Phe Glu Gly Asn Thr Asn Thr Lys Gly His val Lys Asn Phe Phe Asn 

120 125 

pro Pro He He Ser Arg Phe He Arg val He Pro Lys Thr Trp Asn 
-••J" 135 140 

Gin ser He Thr Leu Arg Leu Glu Leu Phe Gly cys Asp He Tyr 



,„, i.eu biu Leu pne Gly 

145 150 i5§ 

<210> 10 

<211> 159 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> Polypeptide construit sur la base de C2F5-SO 

<400> 10 

cys ser Thr Pro Leu Gly Met Glu Asn Gly Lys He Glu Asn Lys Gin 
* 5 10 15 

He Thr Ala ser ser Phe Lys Lys Ser Trp Trp Gly Asp Tyr Trp Glu 

25 30 

Pro Phe Arg Ala Arg Leu Asn Ala Gin Gly Arg val Asn Ala Trp Gin 
35 40 45 

pro Lys Ala Asn Asn Asn Lys Gin Trp Leu Glu val Asp Leu Leu Lys 
^" 55 60 

He Lys Lys He Thr Ala Val He Thr Gin Gly cys Lys ser Leu ser 
°' 70 75 80 

ser Glu Met Tyr val Lys ser Phe Thr He His Tyr Ser Glu Gin Gly 
85 90 95 ' 
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Val Glu Trp Lys Pro Phe Apg Leu Lys Ser Ser Met Val Asp Lys lie 

100 105 ii5 

Asn Glu Gly Asn Thr Asn Thr Lys Gly His val Lys Asn phe Pro Asn 
115 120 125 

P"*® Arg He Sep Arg Ph| He Arg val lie Pro Lys Thr Trp Asn 

Gin ser He Thr Leu Arg Leu Glu Leu Phe Gly cys Asp He Tyr 
145 150 155 

<210> 11 
<211> 159 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> polypeptide construit sur la base de C2F5-SO 
<400> 11 

cys ser Thr Pro Leu Gly He Glu Asn Gly Lys He Glu Asn Lys Gin 
15 10 15 

He Thr Ala Ser ser Phe Lys Lys ser Trp Trp Gly Asp Tyr Trp Glu 
20 25 30 

Pro Phe Arg Ala Arg Leu Asn Ala Gin Gly Arg val Asn Ala Trp Gin 
35 40 45 

Ala Lys Ala Asn Asn Asn Lys Gin Trp Leu Glu Met Asp Phe Leu Lys 
50 55 60 

He Lys Lys val Thr Ala Val He Thr Gin Gly cys Lys ser Leu ser 
65 70 75 80 

ser Glu Met Tyr Val Lys Ser phe Thr He His Tyr ser Glu Gin Gly 
85 90 95 

val Glu Trp Lys pro Tyr Arg Leu Lys Ser ser Met val Asp Lys He 
100 105 110 

Phe Glu Gly Asn Thr Asn Thr Lys Gly His Val Lys Asn Phe Phe Asn 
US 120 125 

Pro Pro He He ser Arg Phe He Arg Gin He Pro Lys Thr Trp Asn 
130 135 140 

Gin ser He Thr Leu Arg Leu Glu Leu Tyr Gl^ cys Asp lie Tyr 
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<210> 12 
<211> 159 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Polypeptide construit sur la base de C2F5-S0 
<400> 12 

cys ser Thr pro Leu Gly He Glu Asn Gly Lys lie Glu Asn Lys Gin 
15 10 15 

lie Thr Ala ser Ser phe Lys Lys ser Trp Trp Gly Asp Tyr xrp Glu 
20 25 30 

Pro Phe Arg Leu Arg Leu Asn Ala Gin Gly Arg Val Asn Ala Trp Gin 
35 40 45 

Ala Lys Ala Asn Asn Asn Lys Gin Trp Ala Glu Met Asp Leu Leu Lys 
50 55 60 

lie Lys Lys He Thr Ala lie He Thr Gin Gly cys Lys Ser Leu Ser 
65 70 75 80 

ser Glu Met Tyr val Lys ser Tyr Thr He His Tyr Ser Glu Gin Gly 
85 90 95 

val Glu Trp Lys Pro Tyr Arg Leu Lys Ser Ser Met val Asp Lys He 
100 105 110 

Phe Glu Gly Asn Thr Asn Thr Lys Gly His val Lys Asn Phe Phe Asn 
115 120 125 

Pro Pro He He Thr Arg Phe He Arg val He Pro Lys Thr Trp Asn 
130 135 140 

Gin ser He Thr He Arg Leu Glu Leu Phe Gly cys Asp He Tyr 
145 150 155 

<210> 13 

<211> 153 

<212> PRT 

<213> homo sapiens 



<400> 13 
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cys ser Met Pro Leu Gly Met Glu Ser l^^ Ma lie ser Asp Ala Gin 
^ > 10 15 

He Thr Ala ser Ser Tyr Phe Thr Asn wet Phe Ala Thr Trp ser Pro 
^" 25 30 

ser Lys Ala Arg Leu His Leu Gin Gly Arg ser Asn Ala Trp Arg Pro 
33 40 45 

Gin Val Asn Asn Pro Lys Glu Trp Leu Gin Val Asp Phe Gin Lys Thr 

55 60 

Met Lys val Thr Gly val Thr Thr Gin Gly val Lys Ser Leu Leu Thr 

70 75 80 

ser Met Tyr val Lys Glu Phe Leu lie ser ser ser Gin Asp Gly His 
85 90 

Gin Trp Thr Leu Phe Phe Gin Asn Gly Lys val Lys val Phe Gin Gly 
l"v» 105 110 

Asn Gin Asp ser Phe Thr Pro Val Val Asn ser Leu Asp Pro Pro Leu 
us 120 i2§ 

Leu Thr Arg Tyr Leu Arg ile His Pro Gin ser Trp Val His Gin He 

135 140 

Ala Leu Arg Met Glu Val Leu Gly cys 
145 150 ' ' 

<210> 14 

<211> 153 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 



<220> 

<223> Polypeptide construit sur la base de C2F8-S0 
<400> 14 

cys ser Met Pro Leu Gly Met Glu ser Lys Ala He ser Asp Ala Gin 
•^5 10 15 

He Thr Ala Ser ser Tyr Phe Thr Asn Met Phe Ala Thr Trp ser pro 
20 25 30 

ser Lys Ala Arg Leu His Leu Gin Gly Arg ser Asn Ala Trp Arg Ala 
53 40 45 

Gin val Asn Asn Pro Lys Glu Trp Leu Gin He Asp Leu Gin Lys Thr 

55 60 
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12 

Met Lys lie Thr Gly He Thr Thr Gin Gly val Lys Ser Leu Leu Thr 
65 70 75 80 

Sep Met Tyr Val Lys Glu Tyr Leu He ser ser ser Gin Asp Gly His 
85 90 95 

Gin Trp Thr Leu Phe Tyr Gin Asn Gly Lys val Lys val Phe Gin Gly 
100 105 110 

Asn Gin Asp ser Phe Thr pro Val val Asn ser Leu Asp pro Phe Leu 
115 120 125 

Leu Thr Arg Tyr Leu Arg He His Pro Val ser Trp val His Gin lie 
130 135 140 

Ala Leu Arg Met Glu val Leu Gly Cys 
145 150 

<210> 15 
<211> 153 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Polypeptide construit sur la base de C2F8-S0 
<400> 15 

Cys ser Met pro Leu Gly Met Glu Ser Lys Ala He Ser Asp Ala Gin 
15 10 15 

He Thr Ala ser ser Tyr Lys Thr Asn Met Phe Ala Thr Trp Ser Pro 
20 25 30 

ser Lys Ala Arg Leu His Leu Gin Gly Arg ser Asn Ala Trp Arg Ala 
35 40 45 

Gin yal Asn Asn Pro Lys Gin Trp Leu Gin val Asp Phe Gin Lys Thr 
50 55 60 

Met Lys val Thr Gly Val Thr Thr Gin Gly val Lys ser Leu Leu Thr 
65 70 75 80 

ser Met lyr val Lys Glu Phe Leu He Ser ser Ser Gin Asp Gly His 
85 90 95 

Gin Trp Thr Leu Phe Phe Gin Asn Gly Lys val Lys val Phe Gin Gly 
100 105 110 
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Phe Gin Asp ser phe Thr Pro Val Val Asn ser Leu Asp Pro Pro Leu 
115 120 125 

Leu Thr He Tyr Leu Arg He His Pro Gin ser Trp Val His Gin He 

13 S 140 

Ala Leu Arg Met Glu Val Leu Glu cys 
145 150 

<210> 16 

<211> 153 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Polypeptide construit sur la base de C2F8-S0 
<400> 16 

cys Ser Met pro Leu Gly Met Glu Ser Lys Ala lie Ser Asp Ala Gin 
J- 5 10 15 

He Thr Ala Ser Ser Tyr Lys Thr Asn Met Phe Ala Thr Trp ser Pro 
20 25 30 

ser Lys Ala Arg Leu His Leu Gin Gly Arg ser Asn Ala Trp Arg Pro 
35 40 45 " 

Gin Val Asn Asn Pro Lys Glu Trp Leu Gin val Asp Phe Gin Lys Thr 
50 55 60 

Met Lys val Thr Gly Val Thr Thr Gin Gly val Lys Ser Leu Leu Thr 

70 75 80 

ser Met Tyr val Lys Glu Tyr Leu He Ser Ser Ser Gin Asp Gly His 
85 90 95 

Gin Trp Thr Leu Phe Tyr Gin Asn Gly Lys val Lys Val Phe Gin Gly 
100 105 110 

Asn Gin Asp Ser Phe Thr Pro val Val Asn ser Leu Asp pro Phe Leu 
lis 120 125 

Leu Thr Arg Tyr Leu Arg lie His Pro Gin ser Trp Val His Gin He 
130 135 140 

Ala Leu Arg Met Glu val Leu Glu Cys 
145 ISO 

<210> 17 
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<211> 86 

<212> PRT 

<213> homo sapiens 

<400> 17 

Thr Lys Ala ser Cys Lys Val Pro Val Lys Lys Ala Thr val Val Tyr 
■•■5 10 15 

Gin Gly Glu Arg Val Lys lie Gin Glu Lys Phe Lys Asn Gly Met Leu 
2" 25 30 

His Gly Asp Lys val Ser Phe Phe Cys Lys Asn Lys Glu Lys Lys cys 
35 40 45 

ser Tyr Thr Glu Asp Ala Gin cys lie Asp Gly Thr He Glu val Pro 
->0 55 60 

Lys cys Phe Lys Glu His ser ser Leu Ala Phe Trp Lys Thr Asp Ala 
65 70 75 80 

Ser Asp val Lys Pro cys 
85 

<210> 18 

<211> 86 

<212> PRT 

<213> homo sapiens 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (2) . . C2) 

<223> xaa est Lys, Asp, ou Glu 
<220> 

<221> MISCFEATURE 

<222> (16) . . (16) 

<223> Xaa est Tyr ou Phe 

<220> 

<221> MISC^FEATURE 
<222> (17) . . (17) 



wo 2004/111090 

<223> xaa est Glu ou Gln 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (22)..C22) 

<223> xaa est Lys ou Arg 

<220> 

<221> MISCL.FEATURE 

<222> (28) . . C28) 

<223> xaa est Lys, ou Arg 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (42) . . (42) 

<223> Xaa est Lys, ou Arg 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (44) . . (44) 

<223> Xaa est Lys, ou Arg 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (46) . . (46) 

<223> Xaa est Lys, ou Arg 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (47) . . (47) 

<223> Xaa est Lys, ou Arg 

<220> 

<221> MISCL.FEATURE 

<222> (68) . . (68) 
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<223> xaa est Lys, ou Arg 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (77).. (77) 

<223> Xaa est Lys, ou Arg 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (84).. (84) 

■<:223> Xaa est Lys, ou Arg 

<220> 

<221> MISC^FEATURE 

<222> (49).. (49) 

<223> Xaa est Ser ou Thr 

<220> 

<221> MISC^FEATURE 

<222> (72) . . (72) 

<223> xaa est ser, Thr ou Met 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (7) . . (7) 

<223> xaa est Leu, val ou He 
<220> 

<221> MISCFEATURE 

<222> (12).. (12) 

<223> Xaa est Ala ou Met 

<220> 

<221> MISC^FEATURE 

<222> (14) . . (14) 
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<223> xaa est val, He, ou Thr 
<220> 

<221> MISC^FEATURE 

<222> (15).. (15) 

<223> Xaa est val. He, ou Thp 

<220> 

<221> MISC;_FEATURe 

<222> (21).. (21) 

<223> xaa est val , He, ou Thr 

<220> 

<221> MISCL.FEATURE 

<222> (23)., (23) 

<223> xaa est val. He, ou Thr 

<220> 

<221> MISCL.FEATURE 

<222> (37).. (37) 

<223> Xaa est Val, He, ou Thr 

<220> 

<221> MISCL_FEATURE 

<222> (27) . . (27) 

<223> xaa est Phe ou Tyr 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (40) . . (40) 

<223> xaa est Phe ou Tyr 

<220> 

<221> MISCLFEATURE 
<222> (54).. (54) 
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<223> xaa est Ala, val ou He 
<220> 

<221> MISCFEATURE 

<222> C61) . . C61D 

<223> Xaa est He, val, ou Met 

<220> 

•«c221> MISC_FEATURE 

<222> C67) . . C67) 

•<223> Xaa est phe ou Tyr 

<220> 

<221> MISC;_FEATURE 
<222> C73) . . (73) 

<223> xaa est Leu, He, Phe, Tyr, Met, ou Trp 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (74) . . (74) 

<223> xaa est Leu, He, Phe, Tyr, Met, ou Trp 

<220> 

<221> MISCFEATURE 

<222> (75).. (75) 

<223> xaa est Leu, He, Phe, Tyr, Met, ou Trp 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (76) . . (76) 

<223> xaa est Leu, He, phe, Tyr, Met, ou Trp 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (9) . . (9) 
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<223> xaa est val. He ou Thr 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (11) . . (11) 

<223> Xaa est Lys, ou Arg 

<40Q> 18 

Thr xaa Ala Ser Cys Lys xaa Pro xaa Lys xaa Xaa Thr xaa xaa xaa 
5 10 15 

xaa Gly Glu Arg xaa Xaa xaa Gin clu Lys xaa xaa Asn Gly Met Leu 

25 30 

His Gly Asp Lys Xaa Ser Phe Xaa cys xaa Asn Xaa Glu xaa xaa cys 
35 40 45 ' 

xaa TVr Thr Glu Asp Xaa Gin cys He Asp Gly Thr xaa Glu val Pro 
5" 55 60 

Lys cys xaa xaa Glu His ser Xaa Xaa xaa xaa Xaa xaa Thr Asp Ala 

'0 75 go 

ser Asp Val xaa Pro cys 
85 

<210> 19 
<211> 86 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Polypeptide derive du domaine 5 des b6ta2glycoproeines I 
<400> 19 

Thr Glu Ala ser cys Lys Val Pro Val Lys Arg Ala Thr val val Tyr 
^ 5 10 15 

Glu Gly Glu Arg val Arg He Gin Glu Lys Phe Lys Asn Gly Met Leu 

25 30 

His Gly Asp Lys val Ser Phe Phe cys Arg Asn Arg Glu Arg Arg cys 
33 40 45 

ser Tyr Thr Glu Asp Ala Gin cys He Asp Gly Thr He Glu val Pro 

55 60 
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20 

Lys cys Tyr Arg clu Hjs ser Met Leu Thr Trp Trp Arg Thr Asp Ala 

Ser Asp val Lys Pro cys 
85 

<210> 20 
<2H> 86 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> polypeptide deriv6 du domaine 5 des b6ta29lycoproeines i 
<400> 20 

Thr Glu Ala ser Cys Lys Leu Pro Thr Lvs Arg Met Thr Val val Tyr 

10 15 

Glu Gly Glu Arg val Arg He Gin Glu Lys Phe Lys Asn Gly Met Leu 
His Gly ASP Lys He Ser Phe Phe Cys Arg Asn Arg Glu Arg Arg cys 
ser Tyr Thr Glu Asp Ala Gin cys He Asp Gly jhr rie Glu val Pro 



60 



L^s cys Tvr Arg Glu His Ser Met He Thr Trp Trp Arg Thr Asp Ala 

75 80 



Ser Asp Val Lys Pro cys 
85 

<210> 21 
<211> 86 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 



<223> Polypeptide deriv6 du domaine 5 des beta2glycopro6ines I 
<400> 21 

Thr Lys Ala ser Cys Lys val Pro Thr Lys Lys Met Thr val val lyr 

10 15 
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21 

Gin Gly Glu Arg Val Lys He Gin Giu Lys Phe Lys Asn Gly Met Leu 
20 25 30 

His Gly Asp Lys lie ser Phe Phe Cys Lys Asn Lys Glu Lys Lys Cys 
35 40 45 

ser ^r Thr Glu Asp Ala Gin cys He Asp Gly Thr ile Glu val Pro 
50 55 60 

Lys cys Tyr Lys Glu His ser Ser Leu Ala Trp Trp Lys Thr Asp Ala 
65 70 75 80 

Ser Asp Val Lys Pro cys 
85 

<210> 22 
<211> 86 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Polypeptide derive du domaine 5 des beta2glycoproeines I 
<400> 22 

Thr Lys Ala Ser cys Lys Val Pro Thr Lys Lys Met Thr Val val Tyr 
•>• 5 10 15 

Gin Gly Glu Arg Val Lys He Gin Glu Lys Phe Lys Asn Gly Met Leu 
20 25 30 

His Gly Asp Lys He Ser Phe Phe Cys Lys Asn Lys Glu Lys Lys cys 
35 40 45 

Ser Tyr Thr Glu Asp Ala Gin cys He Asp Gly Thr He Glu Val Pro 
50 55 60 

Lys cys Tyr Lys Glu His ser ser Leu Ala Phe Trp Lys Thr Asp Ala 
65 70 75 80 

Ser Asp Val Lys Pro Cys 
85 

<210> 23 
<211> 75 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 22 

<223> sequence dSriv^e d'une annexine humalne 
<400> 23 

Gly Phe Asp 61 u Arg Ala Asp Val Glu Thr Leu Arg Lys Ala Met Lys 
5 10 15 

Gly Leu Gly Thr Asp Glu Glu Ser He Leu Thr Leu Leu Thr ser Arg 

25 30 

Ser Asn Ala Gin Arg Gin Glu lie Ser Ala Ala Tyr Lys Thr Leu Phe 
^3 40 45 

Gly Arg Asp Leu Leu Asp Asp Leu Lys Ser Glu Leu Thr Gly Lys Phe 
50 55 60 

Glu Lys Leu Val Val Ala Leu Leu Lys Pro ser 
»5 70 75 

<210> 24 

<211> 75 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> sequence d^riv^e d'una annexine human ne 
<400> 24 

Asn Phe Asp Ala Glu Arg Asp Ala Leu Asn He Arg Lys Ala He Lys 
••• 5 10 15 

Gly Met Gly Thr Asp Glu Asp Thr He Val Gin He Leu Thr Asn Arg 
20 25 30 

ser Asn Ala Gin Arg Gin Asp He Ala Phe Ala Tyr Gin Arg Arg Thr 
35 40 45 ' 

Lys Arg Glu Leu Ala Ser Asp Leu Lys Ser Glu Leu ser Gly His Leu 
50 55 60 

Glu Arg Val He Leu Gly Leu Leu Lys Thr Ser 
d5 70 75 

<210> 25 

<211> 75 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
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23 

<220> 

<223> sequence deriv6e d'une annexine humalne 
<400> 25 

ASP Phe ser Pro ser Val Asp Ala Glu Ala He Arg Lys Ala lie Lys 

10 15 

Gly He Gly Thr Asp Glu Asp Met Leu He Ser He Leu Thr Glu Arg 

25 30 " 

ser Asn Ala Gin Arg Gin Leu lie val Lys Glu Tyr Gin Ala Ala Tyr 

w 45 

Gly Arg Glu Leu Lys Asp Asp Leu Lys Ser Glu Leu Ser Gly his Phe 

60 

Glu Arg Leu Met Val Ala Leu val Thr Pro Ser 

70 75 

<210> 26 
<211> 75 
<212> PRT 

<213> s^uence artificielle 
<220> 

<223> sequence deriv6e d'une annexine humaine 
<400> 26 

Gly Phe Asn Ala Met Glu Asp val Gin Thr Leu Arg Lys Ala Met Lys 

10 15 

Gly Leu Gly Thr Asp Glu Asp Ala Leu He Ser val Leu Ala Tyr Arg 

Asn Thr Ala Gin Arg Gin Glu He Arg Thr Ala Tyr Arg ser Thr He 

45 

Gly Arg Asp Leu He Asp Asp Leu Lys Ser Glu Leu Ser Gly Asn Phe 



60 



Glu Arg val He val Gly Met Leu Thr Pro Ser 

70 75 

<210> 27 
<211> 75 
<212> PRT 
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<213> sequence artificiene 



<220> 

<223> sequence d6rivee d'une annexine humaine 
<400> 27 

€ly Phe ASP Pro Asn Gin Asp Ala Glu Thr Leu Arg ihr Ala Met Lys 
^ 10 15 

Gly Phe Gly Thr Asp Glu Glu Ala lie Leu Asp He lie Thr ser Arg 
^" 25 30 

ser Asn Arg Gin Arg Gin Glu val ser Gin Ser Tyr L^s Ser Leu ryr 

Gly Arg Asp Leu He Ala Asp Leu Lys ser Glu Leu Thr Gly Lys Phe 

•>j 60 

Glu Arg Leu He val Gly Leu Met Arg Pro Ser 

70 75 

<21Q> 28 
<2H> 75 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> sequence dgrivee d'une annexine humaine 
<400> 28 

Gly Phe Asn Pro Asp Gin Asp Ala Gin Ala Leu Arg Lys Ala Met Lys 
* 10 15 

Gly Leu Gly Thr Asp Glu Asp Thr lie He Asp He He Ala His Arg 
^" 25 30 

ser Asn V|l Gin Arg Gin Glu lie Arg Gin Ala Phe L^s ser His Phe 
Gly Arg Glu Leu Met Thr A|p Leu Lys Ser Glu lie ser Gly Asp Leu 
Glu Arg Leu He Leu Gly Leu Met Met Pro Ser 



70 75 



<210> 29 
<211> 75 
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<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> sequence derlv^e d'une annexine humaine 
<400> 29 

Pro Gly Asp Ala lie Lys Asp val Glu He Leu Arg Lys Ala Met Lys 
5 10 15 

Gly Phe Gly Thr Asp Glu Asp Ala He val Asp He Val Ala Asn Arg 
20 25 30 

Ser Asn Asp Gin Arg Gin Lys He Lys Ala Ala Phe Lys Thr ser Tvr 
35 40 45 

Gly Arg Asp Leu He Lys Asp Leu Lys Ser Glu Leu Ser Gly Asn Leu 

55 60 

Glu Arg Leu lie Leu Ala Leu Phe Met pro Ser 
65 70 75 

<210> 30 

<211> 75 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 



<220> 

<223> sequence dSrIvee d'une annexine humaine 
<400> 30 

His Phe Asn pro Asp Pro Asp Val Ala Ala Leu Arg Lys Ala Met Lys 
J- 5 10 15 

Gly He Gly Thr Asp Glu Asp Ala lie He Asp He Leu Thr ser Arg 
20 25 30 

ser Asn Thr Gin Arg Gin Glu He Ala Glu Ser Phe Lys Ala Gin phe 
35 40 45 

Gly Arg Asp Leu Thr Glu Asp Leu Lys Ser Glu Leu ser Gly Lys Leu 
50 55 60 

Glu Arg Leu lie val Ala Leu Met Tyr Pro ser 
65 70 75 

<210> 31 
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<211> 75 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> sequence d6r1v4e d'une annexine humaine 
<400> 31 

61 y Phe Asp Pro Leu Arg Asp Ala Glu Ala Leu Arg Lys Ala Met Lys 
5 10 15 

Gly Phe Gly Thr Asp Glu Asp Ala He He Asp Leu Leu Gly ser Arg 
20 25 30 

ser Asn Lys Gin Arg Gin Gin He Leu Leu ser Phe Lys Thr Ala Tyr 
35 40 45 

Gly Arg Asp Leu He Lys Asp Leu Lys Ser Glu Leu ser Gly Asn Phe 

55 60 

Glu Arg Thr He Leu Ala Leu Met Lys Thr ser 
65 70 75 

<210> 32 

<211> 75 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 



<220> 

<223> sequence deriv^e d'une annexine humaine 
<400> 32 

Gly Phe Asp val Asp Arg Asp Ala Lys Ala Leu Arg Lys Ala Met Lys 
5 10 15 

Gly Met Gly Thr Asp Glu Asp Ala He He Glu He Leu Thr ser Arg 
20 25 30 

Thr Ser Asp Glu Arg Gin Glu He Lys Gin Lys Tyr Lys Ala Thr Tyr 
35 40 45 

Gly Arg Glu Leu Glu Glu Asp Leu Lys Ser Glu Leu ser Gly Asn Phe 

55 60 

Glu Lys Val Ala Leu Ala Leu Leu Asp Thr Ser 
65 70 75 
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<210> 33 

<211> 31 

<212> PRT 

<213> homo sapiens 

<400> 33 

Ala Met val ser gIu Phe Leu Lys 61 n Ala Trp Phe lie Glu Asn Glu 
15 10 15 

Glu Gin Glu Tyr val Gin Thr Val Lys Ser ser Lys Gly Gly pro 
20 25 30 

<21p> 34 

<211> 31 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> peptide derive du segment N-terminal de I'annexine i 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> C7) . . C7) 

<223> xaa est Leu ou lie 

<220> 

<221> MISCFEATURE 

<222> C8) . . C8) 

<223> Xaa est Lys oy Asn 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (11) . . CU) 

<223> xaa est Trp, Tyr ou cys 

<220> 

<221> MXSCFEATURE 

<222> C12) . . (12) 
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<223> xaa est Tyr ou phe 
<220> 

<221> MISCFEATURE 

<222> (13) . . (13) 

<223> Xaa est He, Leu ou Met 

<220> 

<221> M1SC_FEATURE 

<222> (14) . . (14) 

<223> Xaa est Asp ou gIu 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (16).. (16) 

<223> xaa est Glu, Gin, ou Leu 

<220> 

<221> MISC;_FEATURE 

<222> (19) . . (19) 

<223> Xaa est Glu, ou Asp 

<220> 

<221> MISCFEATURE 

<222> (20) . . (20) 

<223> Xaa est Tyr ou cys 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (21).. (21) 

<223> xaa est Val ou He 
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<220> 

<221> MISCFEATURE 
<222> (22).. (22) 
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<223> xaa est Gin, Lys, Asn, ou Glu 
<220> 

<221> MISCLFEATURE 

<222> C23) . . (23) 

<223> Xaa est Thr, ser, Cys, Ala 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> C24)..C24) 

<223> Xaa est val Thr ou ser 

<220> 

<221> MISCFEATURE 

<222> (25)..C25) 

<223> Xaa est Lys ou Gin 

<220> 

<221> MISCLFEATURE 

<222> C26) . . C26) 

<223> Xaa est ser, Thr, cys, ou Gly 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> C27) . . C27) 

<223> Xaa est ser, Tyr, val, Gly 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (28) . . (28) 

<223> Xaa est Lys, His, Ser, ou Pro 
<220> 

<221> MISCFEATURE 

<222> (29) . . (29) 
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<223> xaa est Gly ou Val ^® 



<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (30).. (30) 

<223> Xaa est Gly ou Va1 

<400> 34 

Ala Met val ser 61 u Phe xaa xaa Gin Ala xaa Xaa Xaa Xaa Asn Xaa 
■••5 10 15 

Glu Gin xaa xaa xaa Xaa Xaa Xaa Xaa xaa xaa Xaa Xaa xaa Pro 
20 25 30 

<210> 35 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> homo sapiens 

<400> 35 

Glu Asn Glu Glu Gin Glu Tyr Val Gin Thr val Lys Ser Ser Lys Gly 
5 10 15 

Gly Pro 

<210> 36 
<211> 62 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> inhibiteur de TNFRl d^riv^ de CRDl 
<400> 36 

Asp ser val cys Pro Gin Gly Lys Tyr He His Pro Gin Asn Asn ser 
•••5 10 15 

He cys cys Thr Lys cys His Lys Gly Thr Tyr Leu Tyr Asn Asp cys 

25 30 

Pro Gly Pro Gly Gin Asp Thr Asp cys Arg Glu cys Glu ser Gly ser 
35 40 45 
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31 

Phe Thr Ala Ser Glu Asn His Leu Arg His cys Leu Ser Ser 
50 55 60 

<210> 37 
<211> 60 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> inhibiteur de TNFR2 derive de CRDl 
<400> 37 

Pro Gly Thr cys Arg Leu Arg gIu Tyr Tyr Asp Gin Thr Ala Gin Met 
5 10 15 

Cys cys ser Lys Cys Ser Pro Gly Gin His Ala Lys Val Phe Cys Thr 
20 25 30 

Lys Thr ser Asp Thr val cys Asp ser cys Glu Asp Ser Thr Tyr Thr 
35 40 45 

Gin Leu Trp Asn Trp Val Pro Glu Cys Leu ser ser 
50 55 60 

<210> 38 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> lien clivable 
<220> 

<221> SITE 

<222> C6) . . (7) 

<223> Site de clivage 



<400> 38 

Ser Pro Leu Ala Gin Ala val Arg ser ser Ser Ara 
1 5 10 

<210> 39. 
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<211> 10 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> lien clivable 
<220> 

<221> SITE 

<222> C5) . . C6) 

<223> site de divage 

<400> 39 

pro Leu Ala Gin Ala Val Arg ser ser Ser 
•••5 10 

<210> 40 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> lien clivable 
<220> 

<221> SITE 

<222> (4) . . (5) 

<223> site de clivage 

<400> 40 

Leu Ala Gin Ala Val Arg Ser ser 
1 5 

<210> 41 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> siquence artificielle 



<220> 
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<223> lien clivable 
<220> 

<221> SITE 

<222> C3) . . (4) 

<223> site de divage 

<400> 41 

Ala Gin Ala val Arg Ser 
1 5 

<210> 42 
<211> 4 

<212> PRT 

<213> Sequence artlficielle 
<220> 

<223> lien clivable 
<220> 

<222> SITE 

<222> C2)..C3) 

<223> site de clivage 

<400> 42 

Gin Ala val Arg — 

<210> 43 
<211> 8 

<212> PRT 

<213> Sequence artlficielle 
<220> 

<223> lien clivable 
<220> 

<221> SITE 

<222> (5) . . (6) 

<223> site de clivage 
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34 

<400> 43 



pro Leu Ala Gin Ala Val Arg ser 
1 5 



<210> 44 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> lien clivable 
<220> 

<221> SUE 

<222> C3) . . C4) 

<223> site de clivage 



<400> 44 

Ala Gin Ala val Arg Ser ser 

<210> 45 

<211> 56 

<212> DMA 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> oligonucleotide NTAlc+ 

<400> 45 

cgaaaacgaa gaacaggaat acgttcagac cgttaaatct tctaaaggtg gtccgg 

<210> 46 

<211> 64 

<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> oligonucleotide NTAlc- 
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<400> 46 , 

gatcccggac cacctttaga agatttaacg gtctgaacgt attcctgttc ttcgttttcg 60 

64 

<210> 47 
<211> 95 
<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> oligonucleotide NTAIIh- 
<400> 47 

cgctatggtt tctgaattcc tgaaacaggc ttggttcatc gaaaacgaag aacaggaata 60 
cgttcagacc gttaaatctt ctaaaggtgg tccgg 95 

<210> 48 
<211> 103 
<212> DMA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> oligonucleotide NTAll- 
<400> 48 

gatcccggac cacctttaga agatttaacg gtctgaacgt attcctgttc ttcgttttcg 60 
atgaaccaag cctgtttcag gaattcagaa accatagcgg gcc 103 

<210> 49 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> oligonucleotide Ban li + 

<400> 49 

gcgctgttag cgggtccatt aagttctgtc 3q 

<210> 50 
<211> 30 
<212> DNA 
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<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> oligonucleotide Ban II - 
<400> 50 

gacagaactt aatggacccg ctaacagcgc 
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Dei 



ternationale n** 

RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE ~PCT/FR2G04/O01435 

Contorm6ment ^ rarticle 1 7.2)a). certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 
CD 

Les revendications 

se rapportent d un objet & (•6gard duquel ( administration n'est pas tenue de proc6der a la recherche, h savoir: 



2. I I Les revendications n*^ 

S^^crrc'ht^igtt^l - '^^'^^ P-cntes pour 



3. I I Les revendications n*» 

^JZ7^^^!1!^^1':T "^'"^ conform^mem aux dispositions de >a deuxl^me e. de la 



k savoir: 



cadre III Observations . lorsqu il y a absence d'unite de I Invention (suite du point 3 de la pre mtere f^IHii^ 

fadmlnistration chargfie de la recherche intemationale a trouv6 plusieurs inventions dans la demande intemalionale. i , 

voir feuille suppl 6mentai re 



^' P""""® '""'^ '^ss additionnelles ont 6t6 pay6es dans les d4lai« nar lo Hio,»<,=^ i~ x. 

I—' intemaUonale porte sur toutes les revendications pouvant faill S^^^^^^^ ^^^"^ ^^PP"" recherche 



2.D 



Cornme toutes les recherches portant sur les revendications qui sV Drfitaient ont n. . a<r<. .a 
lustl-ant une taxe additionnelle, I'administration n'a sollicit6 te ^iem^nt SSne tot d^^^^^ 



□ P^rnTr^cr^^etratt^^^^^^ 

res revendications m muc sur les revenaications pour lesquelles les taxes ont dt6 pay6es. d savoir 



^' fxl ^"^""®*®^®^^^'^'0"nelledemand6en'a§t6pay6e dans les d6lalsnarioH6r.«..«^^ c x 

^ de recherche intemationale ne porte que sur riSfon memiS ? ^'^^V^ ^«PP°« 

couverte par les revendications n "i«ruionnee en premier iieu dans les revendications; elle est 

8 (completement) et 1-7,9,11-18 (parti el lement) 



Remarque quant il la rtoerve 



Q Les taxes addltionnelles ^talent accompagnfes dXine reserve de la part du ddposanl 
Le palement des taxes additkmnelles n'6tait assort! d'aucune reserve. 
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L' administration chargee de la recherche intor^n^a+^-^^.i 
Plusieurs (troupes d'? InventicnrSln^f fa'3SlSr?SnL%?c^^I|. 

1. revendications: 8 (c«rpl6t«ent) et 1-7.9.11-18 (parti el lement) 

compositions pharmaceuti que les contenant Pt n+fi^fl*- 
correspondantes h c les contenant et utilisations 

1.1. revendications: 8 (completement) et 1-7 9 ii-ift 

(parti ell ement) 

molecules comprenant une sequence selon SFn in wn. 

1.2. revendications: 8p(con,p1 ^t^ent) et 1-7.9.11-18 

molecules comprenant une sequence selon SEO m un- 
cX°^j5jS2Stet'™""'''"' "'St??isa'?i„ns 

1.3. revendications: 8 (completement) et 1-7 9 ii-ia 

(parti ell ement) ' 

molecules comprenant une sequence selon seo m lun. ok 

esr?^ijj;ss^t?5''™«""^- 

1.4. revendications: 8 (completement) et 1-7 9 ii-ift 

(parti ell ement) 

molecules comprenant une sequence selon Spo in wn. 9c 

1.5. revendications: 8 (completement) et 1-7 9 ii-ia 

(parti ell ement) * 

molecules comprenant une sequence selon SEO in mo- 97 
S^JiJZte'S^'™"''"'"'* coSI^°a"„?^\'2t??i4J|„„3 

1.6. revendications: 8 (completement) et 1-7 9 ii-ift 

(parti ell ement) * * 

molecules comprenant une sequence selon SEO in mo- 00 
cXIiJiSSStel'™""'^'"* '« """-nt'n'2t??isl?ions 

1.7. revendications: 8 (completement) et 1-7 9 ii-ift 

(parti ell ement) ' ^ 
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molecules comprenant una sequence selon SEC ID NO- 29 
coSelJJidSnteS^""'""*'''"^ contenant It utilisations 

1.8. revendi cations: 8 (completement) et 1-7 9 H-is 

(parti el lement) * ' 

molecules comprenant une sequence selon SEO ID NO- 30 
cSes'jSnSanteS""^""*^^"^ contenant It utilisations 

1.9. revendi cations: 8 (completement) et 1-7,9 n-is 

(parti el lement) 

molecules comprenant une sequence selon SEQ ID NO- 31 
colSeljSStSS^""^""'^^"^ contenant et utilisations 

1.10. revendi cations: 8 (completement) et 1-7,9 11-18 

(parti el lement) ' ' 

molecules comprenant une sequence selon SEO ID NO- 32 
SesJJnSSnteS^""^""''''"^ contenant et utilisations 

2. revendi cations: 10 (completement) et 1-7.9-18 (parti el lement) 

molecules comprenant un segment de ciblage C comprenant un^» 
sequence s§lectionnee parmi des SEQ id nos- 1 a 4 
SesJindSntes^""^""*'''"^ contenant 'et utilisations 

3. revendications: 10 (completement) et 1-7.9-18 (parti el lement) 

molecules comprenant un segment de ciblage C comorenant unp 
sequence selectionnee parmi des SEQ ID NOS- 5 as 
coSes'Jindantes^"^""*'''"^ contenant kt utilisations 

4. revendications: 10 (completement) et 1-7,9-18 (parti el lement) 

molecules comprenant un segment de ciblage C comorenant une 
sequence selectionnee parmi des SEQ ID NOS- 9 312 
cS??es"5XtS^""'""*'''"' ^" contenant et utilisations 

5. revendications: 10 (completement) et 1-7,9-18 (parti el lement) 
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Demande imernationale No. PCT/ FR20O4/ 001435 



molecules comprenant un segment de ciblage C comorpnanf ..no 
sequence select! onnee parmi des SEQ 10 NOS- nTlS 

coSes'piJdSntS'""'""''^"" utilisations 

6. revendi cations: 10 (compl§tement) et 1-7.9-18 (parti el lement) 

moUcules comprenant un segment de ciblage C comorenant unP 
sequence selectionnee parmi des SEQ ID NOS- 1732? 

coSelJiXtes'""'""'^''"' utilifations 
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